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1. Señalización celular. 
 
La comunicación celular con el entorno se realiza a través de numerosas rutas de 
señalización, que reciben y procesan diferentes señales, no sólo del medio 
extracelular sino también de distintos microambientes  intracelulares (Jordan et al., 
2000). Estas vías no son lineales, sino que forman parte de una intrincada red que 
permite a la célula regular múltiples funciones de un modo muy preciso, tanto en el 
espacio como en el tiempo. Uno de los mecanismos básicos para la transmisión de la 
información es a través del ensamblaje regulado de complejos proteicos, que lleva a la 
activación o inhibición de actividades enzimáticas y, en último término, desencadena 
cambios en las funciones celulares y, por tanto, da lugar a una respuesta celular 
específica. 
 La fosforilación es una modificación postraduccional que juega un papel 
determinante en casi todos los aspectos de la célula, controlando propiedades como la 
actividad enzimática del sustrato, su localización subcelular, su interacción con otras 
moléculas o su degradación (Hanks et al., 1988; Hanks and Hunter, 1995; Yaffe and 
Elia, 2001; Johnson and Lapadat, 2002). Por tanto, las proteínas quinasas regulan 
rutas de señalización que median procesos como el metabolismo, la transcripción 
génica, la progresión del ciclo celular, la diferenciación, la organización del 
citoesqueleto, la apoptosis, la comunicación intercelular y las funciones neuronales y 
del sistema inmune. Por todo ello, la desregulación de proteínas quinasas es la causa 
de muchas enfermedades humanas (Manning et al., 2002). 
 
 
2. Plataformas de señalización en orgánulos subcelulares. 
 
Tradicionalmente, cuando se hablaba de señalización, los patrones de referencia eran 
la membrana plasmática, el citoplasma y el núcleo. Hoy en día esta visión es mucho 
más amplia y compleja. De hecho, la membrana plasmática ya no se considera un 
orgánulo homogéneo sino un denso mosaico de dominios de señalización (Laude and 
Prior, 2004) donde se localizan clusters de proteínas y lípidos que facilitan la 
señalización de determinadas rutas, concentrando sus componentes en 
microdominios. Como ejemplo de los orgánulos subcelulares como plataformas de 
señalización, se tomará la superfamilia de las MAP quinasas. Las MAP quinasas se 
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caracterizan porque son activadas por señales mitogénicas (MAPK- Mitogen Activated 
Protein Kinases) y, dentro de estas, se encuentra la ruta de señalización de ERK 
(Extracelular signal-Related Kinase). 
Las MAP quinasas son una superfamilia de serina/treonina quinasas que se 
activan por gran variedad de estímulos extracelulares como factores de crecimiento, 
hormonas, citoquinas y diferentes tipos de estrés. En mamíferos se expresan cuatro 
grupos de MAP quinasas: ERK1/2, JNK1/2/3 (c-Jun N-terminal Kinase), p38α/β/γ/δ y 
ERK5 (Chang and Karin, 2001; Johnson and Lapadat, 2002), que son activadas por 
MAP quinasa quinasas específicas (MAPKK). A su vez, cada MAP quinasa quinasa 
















La vía de transducción de señales mejor estudiada es la formada por el módulo 
Ras-Raf-MEK-ERK. Ras es activado por GEFs, que facilitan el intercambio de GDP 
por GTP (GEF- Guanine nucleotide Exchange Factor). Una vez activo, Ras-GTP, 
interacciona con diversas proteínas efectoras, entre ellas, Raf. A continuación, se 
activan MEK1/2 y, finalmente ERK1/2, todo ello por fosforilación. 
 En esta vía de señalización, muchos de sus componentes son regulados por 
compartimentación subcelular (Harding et al., 2005; Mor and Philips, 2006). Los 
compartimentos subcelulares de los que se va a citar algún ejemplo son los 
endosomas, el aparato de Golgi y el retículo endoplasmático. 








































2.1. Los endosomas. 
Las proteínas β-arrestinas participan en la señalización celular mediante el anclaje de 
complejos proteicos en vesículas de endocitosis. Esto ocurre, por ejemplo, con la 
β−arrestina-2 y el receptor de siete hélices AT1aR tras el estímulo con angiotensina. 
En este caso, se observa una activación de ERK2 en los endosomas tempranos. Así, 
la célula logra un pool de ERK2 activo en una zona muy concreta del citoplasma 
(Luttrell et al., 2001). 
 
2.2. El aparato de Golgi. 
Como ejemplo de la señalización en este orgánulo se encuentra la proteína 
transmembrana RTKG (Raf Kinase Trapping to Golgi) que se caracteriza por 
secuestrar a Raf-1 bloqueando su interacción con MEK/ERK. En este contexto RTKG 
no actúa como proteína de anclaje o scaffold, ya que solamente interacciona con Raf-
1, pero de este modo, inhibe la activación de la ruta por EGF (Epidermal Growth 
Factor) a través de una regulación espacial de la quinasa Raf-1 (Feng et al., 2007). 
Otro ejemplo es el de la proteína scaffold Sef, que localizada en el aparato de Golgi, 
sirve como plataforma de señalización de la ruta Ras/MAPK. Aquí, el secuestro de 
ERK por Sef bloquea la activación de sus dianas nucleares, como Elk-1, mientras 
permanece completamente activo para fosforilar sustratos citosólicos como RSK2 
(Torii et al., 2004). Por último se citará un ejemplo sobre MEK1, proteína quinasa de la 
que existe una subpoblación en el aparato de Golgi. En este orgánulo, además de 
establecerse el módulo clásico MEK-ERK de señalización, parte de la señal que 
desencadena la fragmentación del aparato de Golgi iniciada por MEK1 es transmitida 
por la quinasa Plk3 (Xie et al., 2004; Feinstein and Linstedt, 2007). 
 
2.3. El retículo endoplasmático. 
La GTPasa Ras se observa en su conformación activa (GTP-Ras) en diversos 
orgánulos subcelulares, entre ellos, el retículo endoplasmático. Se ha visto que la 
estimulación con EGF, en concreto de la isoforma H-Ras, la activa y desencadena la 
ruta de señalización MEK/ERK desde este compartimento (Chiu et al., 2002). 
 
En resumen, tomando como referencia la ruta de ERK, se ha descrito cómo diferentes 
orgánulos subcelulares sirven de plataformas de señalización. De este modo, la célula 
logra especificidad en la señalización mediante una regulación espacial y temporal 
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haciendo uso de los mismos complejos proteicos, parcial o completamente, en 
distintos compartimentos subcelulares. 
 
 
3. El quinoma humano: familias de quinasas VRK y Plk. 
 
Las proteínas quinasas son enzimas que catalizan la unión covalente de un grupo 
fosfato (γ-fosfato del ATP) a residuos de serina, treonina o tirosina en proteínas 
celulares específicas. Las quinasas se encuentran en un estado activo o inactivo, 
regulado por diferentes mecanismos como son la fosforilación, la unión de otras 
subunidades y la interacción proteína-proteína. En humanos, la fosforilación en serina, 
treonina y tirosina es aproximadamente un 86,4%, 11,8% y 1,8% del total de 
fosforilaciones celulares, respectivamente (Olsen et al., 2006). 
 Tras la secuenciación del genoma humano, el grupo de Manning, catalogó las 
quinasas humanas en lo que se denominó el “quinoma humano”, haciendo uso de las 
bases de datos genómicas disponibles, los ADNc y las EST (Expressed Sequence 

















Figura 2. El quinoma humano. A) Clasificación en grupos de las familias de quinasas humanas 





De este modo, se identificaron 518 proteínas quinasas clasificadas 
filogenéticamente en ocho grupos en función de la similitud de secuencia de sus 
dominios catalíticos. Cada grupo está dividido, a su vez, en varias subfamilias. 
Además de estos ocho grupos, existen varias familias de quinasas que no se 
encuadran en ningún grupo en concreto. 
En esta clasificación, la familia de quinasas VRK (Vaccinia Related Kinase) 
(Figura 2B, en violeta) se localiza dentro del grupo de las caseínas quinasas de tipo I 
(CKI) y formando parte de aquellas que no constituyen ningún grupo en concreto, se 
encuentra la familia de quinasas Plk (Polo like kinase) (Figura 2B, en verde). Estas dos 
familias de serina/treonina quinasas serán el eje central del presente trabajo y se 
hablará de ellas en mayor detalle en los siguientes apartados. 
 
3.1. La familia de quinasas humanas VRK. 
Las quinasas humanas VRK se encuentran dentro del grupo de las CKI, aunque 
solamente comparten homología en el dominio catalítico con estas (Lopez-Borges and 
Lazo, 2000) ya que divergieron pronto en la evolución. 
 La familia de quinasas humanas VRK consta de tres miembros: VRK1, VRK2 
con dos isoformas (VRK2A y VRK2B) resultado de la maduración alternativa de su 
ARN mensajero (Blanco et al., 2006) y VRK3, catalíticamente inactiva debido a 
sustituciones en aminoácidos clave en su dominio quinasa (Nichols and Traktman, 
2004; Scheeff et al., 2009). Las quinasas VRK1 y VRK2 fueron identificadas por su 
homología con la quinasa del virus Vaccinia B1 (Nezu et al., 1997), quinasa de 
expresión temprana en la infección viral e imprescindible para la replicación del ADN 
del virus (Banham and Smith, 1992; Lin et al., 1992). VRK1 tiene un 40% de identidad 
sobre 305 aminoácidos de B1 y VRK2 un 38,7% sobre 300 aminoácidos (Nezu et al., 
1997). Además, la expresión ectópica de VRK1 es capaz de complementar 
parcialmente la deficiencia en la replicación del ADN viral que presenta el mutante 
sensible a temperatura ts2 del virus Vaccinia (Boyle and Traktman, 2004). El tercer 
miembro de la familia, VRK3, fue identificado más tarde mediante la comparación de 
las secuencias de VRK1 y VRK2 con las bases de datos que había disponibles (Vega 
et al., 2003). 
 Existen ortólogos de las proteínas VRK humanas en otros organismos, aunque 
solamente hay tres miembros en los vertebrados como el ratón (M. musculus), la rana 
(X. tropicalis) o el pez cebra (D. rerio). En invertebrados como moscas (D. 
melanogaster y D. pseudoobscura) y nematodos (C. elegans y C. briggsae) existe un 
  16 
Introducción
único miembro (Figura 3) (Klerkx et al., 2009b). De hecho, esta situación podría ser un 
reflejo de cómo tuvo lugar la evolución de la familia VRK. Así, parece posible que un 
único gen ancestral de VRK se duplicara dos veces en el momento en que la rama de 
los vertebrados evolucionó, dejando a los invertebrados con un único gen y a los 
vertebrados con tres (Klerkx et al., 2009b). En levaduras no se han descrito ortólogos. 
No obstante hay proteínas que podrían ser los ancestros de la actual familia VRK, 
como es el caso de la proteína HRR25 de S. cerevisiae que codifica para una isoforma 
de caseína quinasa tipo I implicada en división celular y respuesta de daño al ADN 
















 Existen algunos datos sobre las funciones de las VRK en los diferentes 
ortólogos debido en la mayoría de los casos a mutaciones o pérdida de las proteínas 
VRK. 
En el nematodo Caenorhabditis elegans existe un ortólogo de VRK1 (CeVRK1) 
cuyo silenciamiento por ARN de interferencia da lugar a un fenotipo letal embrionario 
con gránulos citoplasmáticos grandes y problemas en la formación del pro-núcleo 
(Piano et al., 2000; Kamath et al., 2003). También se han descrito defectos en la 
fragmentación de la envuelta nuclear en mitosis y problemas en la formación de la 
envuelta y de los poros nucleares tras mitosis (Gorjanacz et al., 2007; Klerkx et al., 
2009b), además de un fenotipo en adultos de crecimiento lento (Simmer et al., 2003). 
Figura 3. Relaciones filogenéticas entre las proteínas VRK humanas y los distintos ortólogos en 
otros organismos. Existen tres miembros en organismos vertebrados y un único miembro en 
organismos invertebrados (Klerkx et al., 2009b). 
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En el caso de la mosca Drosophila melanogaster (Morrison et al., 2000), la 
quinasa ortóloga se denomina NHK-1 (Nucleosomal Histone Kinase) y es capaz de 
fosforilar la histona H2A en el residuo Thr119, cuya fosforilación es clave en la 
progresión del ciclo celular (Aihara et al., 2004). Además, mutaciones en el gen nhk-1 
han revelado su participación en la correcta organización de los cromosomas en la 
meiosis de oocitos (Cullen et al., 2005; Ivanovska et al., 2005). El fenotipo de dichas 
mutaciones se caracteriza por la esterilidad de las moscas. También se han 
encontrado funciones en mitosis, ya que NKH-1 es necesaria para la organización del 
huso mitótico (Cullen et al., 2005). De hecho, como otras quinasas implicadas en 
mitosis y/o meiosis, NHK-1 es regulada por fosforilación en diferentes fases de ambos 
procesos (Cullen et al., 2005). 
La proteína ortóloga de ratón (Mus musculus) fue inicialmente denominada 
51PK y se caracteriza por su alta autofosforilación en residuos de serina y por su 
localización nuclear (Zelko et al., 1998). En cuanto a sus funciones, se ha demostrado 
su importancia en proliferación celular y se ha confirmado su participación en 
gametogénesis, mediante ratones hipomórficos para VRK1 (Wiebe et al., 2009). Estos 
ratones, con un nivel de expresión de mVRK1 silvestre del 15%, son viables, pero 
tanto las hembras como los machos son infértiles. Estos datos están en relación con 
otros resultados obtenidos para mVRK2 (Lu and Bishop, 2003). Así, los ratones gcd 
(germ cell deficient) son infértiles y presentan defectos muy severos en proliferación de 
células germinales. Estos ratones son el resultado de una mutación por inserción en la 
que se eliminaron los exones 2-11 de vrk2 y los exones 4-14 de pog (proliferation of 
germ cell) debido a que ambos genes solapan en el genoma aunque se transcriben en 
direcciones opuestas (Agoulnik et al., 2002). En un estudio posterior, se compararon 
estos ratones gcd con ratones Pog-/- y se determinó que el defecto severo en 
proliferación de células germinales debía ser por la ausencia de mVRK2 ya que en los 
ratones Pog-/- el defecto era menos drástico (Lu and Bishop, 2003). 
 
3.1.1. Motivos estructurales de las quinasas humanas VRK. 
Las quinasas humanas VRK1 y VRK2 (VRK2A y VRK2B) tienen un 44% de homología 
en su secuencia, llegando al 53% si solamente se tienen en cuenta los dominios 
catalíticos (Nichols and Traktman, 2004). Tanto VRK1 como ambas isoformas de 
VRK2 tienen en su región amino terminal un dominio quinasa que incluye el sitio de 
unión al ATP y el dominio quinasa activo (Figura 4). La isoforma VRK2B es resultado 
de la maduración alternativa del ARN mensajero de VRK2, que da lugar a una proteína 
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de 397 aminoácidos. VRK2B es exactamente igual en secuencia a VRK2A hasta el 
aminoácido 394. La diferencia está en los últimos tres aminoácidos que son 
reemplazados por valina-glutámico-alanina (VEA). Por otro lado, la isoforma VRK2A se 
caracteriza por presentar en su extremo carboxilo una región transmembrana (RT). De 
este modo, la isoforma VRK2A se encuentra anclada a membranas de retículo 
endoplasmático, envuelta nuclear y mitocondrias, mientras que VRK2B se localiza en 
el núcleo y en el citoplasma (Nichols and Traktman, 2004; Blanco et al., 2006). 
La quinasa VRK1 presenta en su extremo carboxilo una secuencia de 
localización nuclear (NLS) y una posible secuencia de exportación nuclear (NES). En 
este extremo también tiene el motivo BAB (BAB- Basic-Acid-Basic), que se caracteriza 
por tener una región de aminoácidos ácidos flanqueada por una región de 


















El motivo BAB también ha sido descrito en organismos ortólogos de las 
proteínas VRK humanas. Así, la quinasa VRK en D. melanogaster (NHK-1) tiene un 
motivo BAB en su extremo carboxilo, la quinasa VRK en C. elegans (CeVRK1) tiene 
tres motivos BAB en su extremo carboxilo y la quinasa VRK2 de X. laevis tiene dos 
motivos BAB. La isoforma humana VRK2A tiene un doble motivo BAB solapado en su 
extremo carboxilo, a diferencia de la isoforma VRK2B, que lo tiene truncado. 
Figura 4. Representación esquemática de la estructura de las quinasas humanas de la familia 
VRK alineadas según identidad de secuencia de aminoácidos. 
ATP sitio de unión ATP
dominio quinasa activo
región transmembrana (RT)
secuencia exportación nuclear (NES)
secuencia localización nuclear bipartita
































 Se desconoce la función del motivo BAB, pero el hecho de que se haya 
conservado en la evolución, y de que sea característico de las quinasas VRK, hace 
pensar que tiene una función importante y común en todas ellas. Así, se piensa que la 
región carboxílica de las proteínas VRK tiene una función reguladora (Lopez-Borges 
and Lazo, 2000). De hecho, se ha encontrado que ese es el caso, por ejemplo, de la 
CKIδ que es regulada por fosforilación en su extremo carboxílico (Graves and Roach, 
1995). 
 Por último, la pseudoquinasa VRK3 es el miembro más divergente de la familia. 
Posee una homología de un 33% con VRK1 y solamente de un 23% con VRK2. Esta 
proteína se caracteriza por una secuencia bipartita de localización nuclear (NLS) en su 
extremo amino y un dominio quinasa degenerado en su extremo carboxilo. Carece, por 
tanto, de actividad quinasa debido a sustituciones en aminoácidos clave en su dominio 
catalítico (Nichols and Traktman, 2004; Scheeff et al., 2009). 
 
3.1.2. Estructura del dominio catalítico de la familia VRK. 
La estructura tridimensional del dominio catalítico de VRK2 (aminoácidos 15-330) y 
VRK3 (aminoácidos 148-472) revela una conformación bien estructurada y activa 
(Scheeff et al., 2009). La fosforilación directa en el loop de activación es el método 
habitual para regular la actividad de una quinasa, aunque existen casos en los que no 
tiene lugar dicha fosforilación y la quinasa es activa. Este es el caso de las proteínas 
VRK, que consiguen una conformación activa debido a una α-hélice adicional (αC4) en 
el segmento de activación, lo que sugiere que todas las quinasas VRK son 













Figura 5. Alineamiento del sitio de unión de ATP y dominio quinasa de la familia VRK. Se 
llevó a cabo un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las proteínas quinasas B1, 
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La pseudoquinasa VRK3 contiene múltiples cambios en su secuencia que son 
necesarios para la actividad quinasa. Así, tiene sustituciones importantes en el loop G 
(GxGxfG), el loop catalítico, también denominado RD pocket (hRDxkxxN), y el motivo 
DYG (dominio de unión a magnesio) (Figura 5, hVRK3). La función del loop G es la de 
situar el ATP correctamente y, en este motivo, las glicinas (G) son imprescindibles. En 
VRK3 estas glicinas se han sustituido por aminoácidos de mayor tamaño. Además, los 
dos aminoácidos valina (V) que preceden a una lisina en β3 (VVK) también han sido 
reemplazados en VRK3, en este caso, por serina y leucina (SLK) (Nichols and 
Traktman, 2004). El loop catalítico se encarga de orientar el grupo hidroxilo del 
sustrato y, en este dominio, el aminoácido aspartato (D) es sustituido en VRK3 por 
asparragina (N). Por último, el aspartato del motivo DYG (DYG) que es necesario para 
la transferencia del fosfato del ATP, ha sido sustituido en VRK3 por una glicina (GYG). 
La sustitución de los aminoácidos clave para la correcta colocación del ATP, la 
orientación del sustrato y la transferencia del fosfato del ATP hacen que VRK3 carezca 
de actividad quinasa. Así, VRK3, al igual que otras pseudoquinasas, podría tener 
función de proteína de anclaje o scaffold (Boudeau et al., 2006). 
El segmento de activación es una región de 20-40 aminoácidos situada en el 
dominio catalítico de las proteínas quinasas. Muchas quinasas son activadas mediante 
fosforilación o autofosforilación de residuos clave en el segmento de activación (Nolen 
et al., 2004). En el caso de las proteínas VRK, no se conoce la función del segmento 
de activación con respecto a la regulación de la actividad quinasa, pero existen ciertas 
características que son propias de ellas. Así, el motivo DfG cambia a DYG y el motivo 
APE cambia a SxD en las quinasas VRK (Figura 5) (Nichols and Traktman, 2004; 
Scheeff et al., 2009). Además, las proteínas VRK con actividad quinasa conservan dos 
treoninas (T) en el loop P+1 lo que sugiere que estas podrían ser importantes para la 
actividad de las quinasas (Scheeff et al., 2009). 
 
3.1.3. La quinasa humana VRK1. 
El gen de vrk1 se localiza en el cromosoma 14q32 y codifica para una proteína de 396 
aminoácidos (Nezu et al., 1997). La quinasa humana VRK1 se caracteriza por 
presentar una alta actividad de autofosforilación en residuos serina y treonina, 
propiedad que comparte con las caseínas quinasas. A diferencia de las CKI, la 
quinasa VRK1 fosforila tanto proteínas ácidas (fosvitina y caseína) como básicas 
(histona 2b) (Lopez-Borges and Lazo, 2000). En cuanto a sus propiedades 
enzimáticas, VRK1 es activa en presencia de los cationes Mn2+, Mg2+ y Zn2+ y puede 
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utilizar como donador de fosfato tanto el ATP como el GTP in vitro, aunque este último 
con menor afinidad (Barcia et al., 2002). 
 
a) Localización subcelular de VRK1. 
VRK1 fue inicialmente descrita como una proteína nuclear (Lopez-Borges and Lazo, 
2000) aunque estudios posteriores también la han observado en el núcleo excluida o 
no del nucleolo (Vega et al., 2004; Andersen et al., 2005) y en el citoplasma asociada 
al aparato de Golgi (Valbuena et al., 2007a; Lopez-Sanchez et al., 2008). Este último 
dato será parte de la presente tesis. Por último, también se ha encontrado que la 
quinasa VRK1 se localiza en el nucleoplasma asociada a la cromatina (Shiio et al., 
2003; Kang et al., 2007) e incluso se ha detectado en la cromatina asociada a 
complejos implicados en el inicio de la transcripción (Guermah et al., 2006). 
 
Esta gran variedad de subpoblaciones de VRK1 implica una precisa regulación de la 
quinasa y una amplia variedad de funciones celulares. 
 
b) Sustratos de VRK1: factores de transcripción. 
La mayoría de los sustratos conocidos para VRK1 son factores de transcripción. Entre 
ellos están ATF-2 (Sevilla et al., 2004b), c-Jun (Sevilla et al., 2004a), CREB (Kang et 
al., 2008) y p53 (Lopez-Borges and Lazo, 2000). Además, también son sustratos la 
proteína BAF (Barrier to Autointegration Factor) (Nichols et al., 2006) y la histona H3 
(Kang et al., 2007). De estos dos últimos se hablará en el próximo apartado. 
 El factor de transcripción ATF-2 (Activating Transcription Factor-2) pertenece a 
la familia de proteínas ATF/CREB (Cyclic AMP Response Element), implicadas en 
respuesta a diferentes tipos de estrés celular. Se conocen múltiples quinasas capaces 
de fosforilarlo como son las MAP quinasas p38, JNK y ERK (Morton et al., 2004), 
además de la PKA (Protein Kinase A) y la quinasa CaMK-IV (Calmodulin Kinase IV). 
Una vez activo forma homodímeros o heterodímeros, que se unen específicamente a 
secuencias de su promotor diana. La quinasa VRK1 fosforila a ATF-2 en su región 
amino terminal (residuos Thr73 y Ser62) lo que induce su acumulación y activación 
transcripcional (Sevilla et al., 2004b). 
 En cuanto a c-Jun, se trata de un factor transcripción regulado en respuesta a 
citoquinas, factores de crecimiento y estrés oxidativo, que se activa por fosforilación en 
su extremo amino. Las quinasas descritas en su regulación son ERK y JNK (Chang 
and Karin, 2001). VRK1 fosforila a c-Jun en los residuos serina 63 y serina 73, lo que 
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induce su acumulación y activación transcripcional. Estos residuos son los mismos que 
JNK fosforila, por lo que existe un efecto cooperativo de ambas quinasas en la 
activación de c-Jun (Sevilla et al., 2004a). 
 Por último, se hablará de p53. De este factor de transcripción existe una mayor 
cantidad de datos respecto a VRK1. El supresor de tumores p53 se ha denominado el 
“guardián del genoma” debido a su importancia en el mantenimiento de la homeostasis 
celular (Levine, 1997). El factor de transcripción p53 se encuentra en la célula en unos 
niveles basales, estrictamente controlados, y solamente se produce un aumento en 
sus niveles en respuesta a distintos tipos de estrés. Para que se produzca la 
acumulación, estabilización y activación de p53 tienen lugar modificaciones 
postraduccionales como fosforilaciones y acetilaciones. Ya en el núcleo, se une a sus 
genes diana específicos y se desencadenan diferentes respuestas como parada del 
ciclo celular, reparación del ADN o apoptosis entre otras. Dentro de estos genes están 
sus reguladores negativos, como Mdm2. Así, una vez producida la respuesta biológica 
inducida por p53, este es enviado a degradación por ubiquitinación y se reestablecen 
sus niveles basales. 
La quinasa VRK1 fosforila a p53 en treonina 18 (Lopez-Borges and Lazo, 
2000), residuo clave en la interacción de p53 con su regulador negativo Mdm2 (Kussie 
et al., 1996; Schon et al., 2002). Esta fosforilación impide la interacción de p53 con 
Mdm2 y promueve el reclutamiento de p300 y la estabilización de p53 (Vega et al., 
2004). La activación de p53 induce a su vez la expresión de un gen, hasta el momento 
desconocido, que promueve la degradación de VRK1 (su activador) por la vía 
lisosomal (Valbuena et al., 2006). De este modo, se establece un circuito de 
autorregulación VRK1-p53. Además, se ha determinado que en carcinoma de pulmón 
con mutaciones que inactivan transcripcionalmente a p53, los niveles de VRK1 son 
muy elevados (Valbuena et al., 2007b). Por último, el cofactor p300, que también 
participa en la activación de p53 (por acetilación), protege a VRK1 de la degradación 
inducida por p53, cambiando la especificidad de sus dianas de transcripción (Valbuena 
et al., 2008a). 
 
En cuanto al papel biológico de la relación VRK1-p53, se ha propuesto que la 
activación de p53 por VRK1, y posterior degradación, funcionan en condiciones de 
crecimiento normal para mantener los niveles basales de activación de p53. Bajo una 
situación de estrés, se provoca un cambio en el balance VRK1-p53 lo que resulta en 
una acumulación y respuesta celular dependiente de p53 (Vega et al., 2004). 
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c) Implicación de VRK1 en proliferación y división celular. 
Existen diversos datos que sugieren varios mecanismos por los cuales VRK1 está 
implicada en el control de la progresión del ciclo celular (Figura 6). 
 
En primer lugar, el ARN mensajero de VRK1 se expresa en todos los tejidos que han 
sido analizados, siendo sus niveles de expresión especialmente altos en tejidos con 
alta tasa de proliferación celular como hígado fetal, testículos y timo fetal. Además, 
también se han encontrado altos niveles de expresión en líneas celulares tumorales 
(Nezu et al., 1997) y, en el desarrollo embrionario de ratón, la mayor expresión de 
VRK1 coincide con la expansión de las células hematopoyéticas (Vega et al., 2003). 
Dentro de los propios tejidos, se ha determinado que su expresión coincide con la 
zona de mayor proliferación tanto en epitelios normales como tumorales. Así, la 
expresión de VRK1 en la capa basal es máxima y va disminuyendo progresivamente a 
medida que las células epiteliales se van diferenciando (Santos et al., 2006; Valbuena 
et al., 2008b). De hecho, su expresión correlaciona en carcinoma de cabeza y cuello 
con marcadores de proliferación (antígeno Ki67, CDK2, CDK6, survivina, Cdc2 y 
ciclina A) y presenta una correlación inversa con p16, un inhibidor de ciclo celular. En 
carcinoma de pulmón, VRK1 también correlaciona positivamente con marcadores de 













Además, la quinasa VRK1 induce la activación transcripcional de genes 
relacionados con proliferación como CDK2 y survivina (Santos et al., 2006). También 
se ha descrito que E2F1 (factor de transcripción esencial en la fase G1/S) regula 
positivamente la expresión de VRK1, mientras que p16 y Rb no fosforilado la reducen 
Figura 6. VRK1 en el ciclo celular. Se resumen los distintos datos que relacionan a la quinasa 
VRK1 con funciones en la progresión del ciclo celular y la división celular. 
VRK1 
en el ciclo celular
Mitosis
Condensación de la cromatina: histona H3
Dinámica de la envuelta nuclear: BAF
Alto nivel de expresión en tejidos proliferativos
Correlación positiva con marcadores de proliferación
Activación de genes relacionados con proliferación: CDK2 y survivina
Salida de G0
Transición G1/S: expresión ciclina D1
  24 
Introducción
(Vernell et al., 2003; Santos et al., 2006). De hecho, se predice un sitio de unión de 
E2F en el promotor de VRK1 (Semizarov et al., 2004). 
Asimismo, se han encontrado funciones de VRK1 en distintas fases del ciclo 
celular. Se ha determinado que VRK1 es necesaria en la transición G0/G1 ya que la 
retirada de suero de células en cultivo, que provoca una parada del ciclo celular en la 
fase G0, induce una disminución en los niveles del ARN mensajero de VRK1 y, por 
tanto, en los niveles de proteína. Además, la expresión del promotor de la VRK1 
también se regula por suero. Así, la activación del gen de VRK1 es temprana y 
paralela a otros genes de expresión temprana como myc y fos (Valbuena et al., 
2008b). 
VRK1 también participa en la transición G1/S del ciclo celular induciendo la 
expresión de la ciclina D1 (Kang et al., 2008). La ciclina D1 es la primera que se 
induce cuando células en G0 se estimulan para entrar en ciclo celular (Sherr, 1994). 
Se ha descrito que VRK1 fosforila al factor de transcripción CREB en la serina 133, 
residuo implicado en la activación de CREB (Johannessen et al., 2004). Esta 
fosforilación promueve la unión de CREB al elemento de respuesta a AMP cíclico 
(CRE) en el promotor del gen de la ciclina D1, activando la expresión de esta. Por lo 
tanto, la quinasa VRK1 promueve la progresión de la fase G1 a S a través de la 
inducción de la ciclina D1 (Kang et al., 2008). 
Se ha observado que una de las funciones de VRK1 en mitosis es la 
fosforilación de la histona H3 en los residuos treonina 3 y serina 10 (Kang et al., 2007). 
Las modificaciones postraduccionales en las colas de las histonas son esenciales para 
procesos como la transcripción y la mitosis (Berger, 2007). La fosforilación de la 
histona H3 (Ser10) en mitosis es responsable de la condensación de la cromatina, lo 
que es crítico para la correcta compactación de los cromosomas (Johansen and 
Johansen, 2006). Esta fosforilación en serina 10, además de observarse en mitosis, 
también se detecta en interfase. En este caso, en fracciones muy reducidas de 
nucleosomas y relacionada con la transcripción de promotores específicos (Berger, 
2007). Por lo tanto, VRK1 participa en la dinámica de la cromatina en mitosis, papel 
también asociado a su quinasa ortóloga en D. melanogaster NHK-1, que fosforila a la 
histona H2A durante mitosis (Kang et al., 2008). 
Por último, VRK1 participa en la dinámica de la envuelta nuclear en mitosis 
mediante la fosforilación de BAF en la serina 4 y, en menor medida, en las treoninas 2 
y 3 (Nichols et al., 2006). La proteína BAF se encarga del anclaje de la cromatina a la 
envuelta nuclear en interfase. En mitosis, se localiza de un modo difuso y tiene una 
 25 
Introducción
función esencial al final de anafase en el ensamblaje de la envuelta nuclear (Haraguchi 
et al., 2001). Se propone que la fosforilación de BAF por VRK1 ocurre en profase e 
induce la liberación de BAF de la cromatina, permitiendo la condensación de esta y la 
fragmentación de la envuelta nuclear. Al final de telofase, BAF se desfosforila, 
permitiendo de nuevo el ensamblaje de la envuelta y la organización de la cromatina. 
Esta función se conserva en organismos ortólogos de VRK1. Así, la VRK de C. 
elegans fosforila a BAF y tiene un papel fundamental en el ensamblaje de la envuelta 
tras mitosis (Gorjanacz et al., 2007) y NHK-1 fosforila a BAF en relación a la formación 
del cariosoma en oocitos (Lancaster et al., 2007). Por ultimo, B1 también fosforila a 
BAF, para favorecer la infección viral (Wiebe and Traktman, 2007). 
 
d) Regulación de la función y actividad de VRK1. 
Hasta el momento los datos que existen en cuanto a la regulación de la quinasa VRK1 
son principalmente acerca de su expresión. También se conocen diversos sustratos de 
la quinasa como, por ejemplo, p53, ATF-2, c-Jun, BAF, CREB e histona H3. De hecho, 
con casi todos ellos la quinasa interacciona. Sin embargo, poco es conocido en cuanto 
a reguladores de su localización, función y actividad. La quinasa VRK1 posee una alta 
tasa de autofosforilación en residuos de serina y treonina (Barcia et al., 2002). Muchos 
de estos residuos se localizan en su extremo carboxílico, fuera del dominio quinasa, 
aunque solamente dos parecen aportar algo de información (Thr355 y Thr390), ya que 
mutantes no fosforilables en esos residuos provocan cambios en el patrón de péptidos 
obtenidos en ensayos quinasas in vitro. Además, sus características estructurales 
indican que la región carboxílica es flexible y se predice un posible papel de esta 
región en la regulación de la quinasa (Lopez-Borges and Lazo, 2000) ya sea por 
modificaciones postraduccionales o mediante interacción. De hecho, recientemente se 
han descrito dos reguladores de VRK1. Uno de ellos, Ran, regula la actividad quinasa 
de VRK1 in vitro por interacción (Sanz-Garcia et al., 2008), y el otro, Plk3 (Polo like 
kinase 3), fosforila a VRK1 activándola (Lopez-Sanchez et al., 2008). La relación 
establecida entre VRK1 y Plk3 será el tema central a desarrollar en la presente tesis. 
 La GTPasa Ran (Ras-related Ran GTPase) interacciona con VRK1 (también 
con los otros miembros de la familia VRK) y regula negativamente su autofosforilación 
y la fosforilación de su sustrato histona H3 in vitro (Sanz-Garcia et al., 2008). Esta 
inhibición de la actividad sólo tiene lugar con el Ran-GDP y, aunque la función 
biológica de la interacción se desconoce, se piensa que la asociación de VRK1 con 
Ran en el núcleo puede ser importante en la regulación de factores de transcripción. 
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 En cuanto a otra posible regulación por fosforilación, la treonina 378 de VRK1 
fue identificada como posible diana de las quinasas ATM (Ataxia Telangiectasia 
Mutated) y ATR (ATM and Rad3-related) en respuesta al daño por luz UV (Stokes et 
al., 2007). 
 
e) VRK1 y su relación con enfermedades humanas. 
Existen evidencias de que VRK1 se pueda considerar un marcador pronóstico en 
cáncer de mama. En los estudios de Fournier y Martin (Fournier et al., 2006; Martin et 
al., 2008), la selección de marcadores pronósticos se realizó utilizando un modelo de 
cultivo en 3D de células epiteliales mamarias no malignas. Se identificaron 22 genes 
en un primer estudio y se validaron más tarde comparando su expresión en 
microarrays con tres bases de datos distintas (Fournier et al., 2006). La quinasa VRK1 
fue uno de los genes identificados. Así, un nivel elevado de VRK1 fue asociado con un 
mal pronóstico en tumores de mama ER+ (Estrogen Receptor) (Martin et al., 2008). 
 En cuanto a la existencia de alguna enfermedad relacionada directamente con 
un defecto o mutación en VRK1, recientemente se ha descrito la primera mutación en 
su gen que tiene como consecuencia una atrofia muscular espinal con hipoplasia 
pontocerebelosa (SMA-PCH). La mutación R358X en la secuencia de localización 
nuclear provoca un codón de parada, que es la causa de la enfermedad. La 
identificación de VRK1 en relación con esta enfermedad implica un posible papel de la 
quinasa en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso (Renbaum et al., 2009). 
 
3.1.4. Las quinasas humanas VRK2A y VRK2B. 
El gen vrk2 se localiza en el cromosoma 2p16, contiene 13 exones y codifica para dos 
isoformas denominadas VRK2A y VRK2B. La isoforma VRK2A se caracteriza por tener 
una secuencia hidrofóbica que la ancla a membranas del retículo endoplasmático, 
mitocondrias y núcleo. Por su parte, la isoforma VRK2B es más corta, carece de dicha 
secuencia y su localización es citoplasmática y nuclear (Nichols and Traktman, 2004; 
Blanco et al., 2006). 
 En cuanto a los sustratos conocidos para VRK2, existe cierta redundancia con 
VRK1. De hecho, tanto VRK2A como VRK2B fosforilan in vitro al factor de 
transcripción p53 en treonina 18. Sin embargo, solamente VRK2B induce su 
estabilización y activación transcripcional in vivo (Blanco et al., 2006). VRK2 también 
fosforila a BAF al igual que VRK1 (Nichols et al., 2006). Además, ambas isoformas se 
han descrito como moduladores de respuesta a estrés desencadenado por 
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interleuquina-1β (Blanco et al., 2008) e hipoxia (Blanco et al., 2007) a través de la ruta 
de MAP quinasas TAK1-MKK7-JNK. Este módulo de señalización es ensamblado por 
la proteína scaffold JIP1 (JNK Interacting Protein 1), que recluta a JNK para ser 
fosforilada que, a su vez, fosforila a c-Jun y este activa la transcripción de AP1. Ambas 
isoformas interaccionan establemente con JIP1, TAK1 y MKK7, impidiendo la unión al 
complejo de JNK y evitando la activación de c-Jun (Blanco et al., 2007; Blanco et al., 
2008). 
 
3.1.5. La pseudoquinasa humana VRK3. 
El gen vrk3 se localiza en el cromosoma 19q13 y codifica para una proteína de 472 
aminoácidos. Este miembro de la familia VRK se caracteriza por ser catalíticamente 
inactivo, aspecto que ya se describió en detalle en el apartado 3.1.2. En cuanto a su 
función, se piensa que actúa como proteína scaffold, participando en el ensamblaje de 
complejos multiproteicos (Boudeau et al., 2006; Scheeff et al., 2009). De hecho, la 
única función hasta el momento estudiada es su participación en la regulación de ERK 
en el núcleo (Kang and Kim, 2006, 2008). VRK3 interacciona con una fosfatasa de 
MAP quinasas denominada VHR (Vaccinia H1 Related) y, como consecuencia, VHR 
se activa desfosforilando a ERK e inhibiendo la ruta. Además, se ha descrito que el 
propio ERK, una vez activo, induce la expresión de VRK3. De este modo, se establece 
una retroalimentación negativa de la ruta de ERK activada por VRK3 (Kang and Kim, 
2006). VRK3 establece un complejo ternario con ERK y VHR, creando un sitio de 
interacción para ERK, ya que VHR carece del dominio de unión de MAP quinasas 
característico de otras fosfatasas de la familia (Kang and Kim, 2008). 
 
 
3.2. La familia de quinasas humanas Plk. 
Las proteínas Plk (Polo like kinase) son una familia de serina/treonina quinasas con 
funciones clave en la progresión del ciclo celular y en respuesta a daño al ADN (Barr 
et al., 2004). 
Estas quinasas conservan una fuerte homología entre especies tanto a nivel 
estructural como funcional, tomando su nombre del gen polo de D. melanogaster. Este 
gen codifica una proteína necesaria para una correcta mitosis y segregación de los 
cromosomas (Sunkel and Glover, 1988; Llamazares et al., 1991). 
Existen ortólogos de la proteína Polo de la mosca en otros organismos, aunque 
solamente las levaduras S. cerevisiae (Cdc5) (Kitada et al., 1993) y S. pombe (Plo1) 
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(Ohkura et al., 1995) tienen un único miembro, ya que en humanos, ratón, rana y 
nematodo hay como mínimo tres, denominados Plk1/Plx1/Plc1, Plk2/Plx2/Plc2 y 
Plk3/Plx3/Plc3, respectivamente. Más tarde, se incluyó dentro de la familia Plk un 
cuarto miembro denominado Sak o Plk4 (Fode et al., 1994). 
 
3.2.1. Estructura y regulación de las quinasas Plk. 
En humanos existen cuatro proteínas Plk: Plk1, Plk2, Plk3 y Plk4. De todos los 
miembros de la familia, la quinasa Plk1 es la mejor estudiada y de la que existen más 
datos. 
Todas las quinasas Plk tienen una estructura similar, con un dominio quinasa 
en la zona amino y un dominio Polo Box (PBD) en la región carboxílica (Figura 7). El 
dominio quinasa se caracteriza por un sitio típico de unión al ATP y una treonina 
altamente conservada que es clave para la activación de la quinasa (Nolen et al., 
2004). En la proteína Plk3, la treonina es la 219 (localizada en el loop de activación). 
El dominio Polo Box está formado por dos secuencias Polo Box, la región entre ellas y 
la zona de la proteína hasta el dominio quinasa en Plk1, Plk2 y Plk3 (Figura 7). Sin 
embargo, Plk4 presenta solamente un Polo Box que, en su caso, contribuye en la 
formación de homodímeros (Leung et al., 2002). Se propone que este dominio, 
característico de la familia Plk, tiene un papel clave en la regulación de la actividad, 
función y localización subcelular de estas quinasas (Nigg, 1998; Jang et al., 2002a). 
Así, mutaciones en residuos clave del domonio Polo Box de Plk1 provocan la 
deslocalización de la quinasa de estructuras mitóticas (Lee et al., 1998; Seong et al., 
2002) y, en el caso de Plk3, se ha descrito que este dominio determina su correcta 











Figura 7. Representación esquemática de la estructura de la quinasas humanas Plk1 y 
Plk3. Se indica la posición del dominio quinasa y del dominio Polo Box (PBD) formado por dos 
















Por otro lado, según unos estudios realizados por Yaffe y colaboradores (Elia et 
al., 2003a; Elia et al., 2003b), el dominio Polo Box de Plk1 funciona como un módulo 
de unión a serina/treonina fosforiladas. Este descubrimiento no es ninguna novedad, 
ya que está demostrado el ensamblaje de complejos específicos de señalización 
dependientes de fosforilación (Pawson and Nash, 2003). La secuencia reconocida por 
el motivo Polo Box es Ser-[pSer/pThr]-[Pro/X], lo que sugiere que Cdks, MAP quinasas 
u otras quinasas mitóticas pueden producir una primera fosforilación en determinados 
sustratos (de acoplamiento), que, una vez fosforilados, son reconocidos por el dominio 
Polo Box y esto sitúa a las proteínas Plk cerca de sus proteínas diana susceptibles de 
ser fosforiladas (Figura 8A). 
En cuanto a la actividad de las quinasas Plk, está regulada a varios niveles. Por 
un lado, se ha descrito que el dominio Polo Box inhibe la actividad quinasa de las Plks 
por interacción intramolecular (Jang et al., 2002a). Así, mutantes de deleción en el 
dominio Polo Box provocan un incremento en la actividad quinasa de Plk1 (Lee and 
Erikson, 1997; Mundt et al., 1997; Jang et al., 2002a). Por otro lado, se regula por 
fosforilación directa en el loop de activación y esta fosforilación lleva a la activación de 
la quinasa (Jang et al., 2002b; Nolen et al., 2004). De hecho, esta fosforilación activa a 
















En el caso de la quinasa Plk3, el sitio predicho para la fosforilación en su loop 
de activación, y el consecuente incremento en su actividad quinasa, es la treonina 219. 
Figura 8. A) Activación de las quinasas Plk y fosforilación de sus proteínas diana. El dominio 
Polo Box (PBD) interacciona con proteínas diana tras una fosforilación inicial realizada por otra 
quinasa (Elia et al., 2003b). Esta interacción con el fosfopéptido conlleva la activación de la Plk, 
debido a la liberación del PBD autoinhibitorio. La actividad de Plk también aumenta debido a 
una fosforilación en el loop catalítico realizada por quinasas upstream (Jang et al., 2002b). 
Adaptado de Barr et al., 2004. B) La actividad de Plk3 aumenta tras su fosforilación en Thr219. 
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Por otro lado, en un principio se postuló que los dominios Polo Box de las Plks 
funcionaban como un módulo de unión a serina/treonina fosforiladas (Elia et al., 
2003b). En el caso concreto de Plk3, estudios más recientes han demostrado que la 
interacción de su dominio Polo Box es mayor con secuencias no fosforiladas (van de 
Weerdt et al., 2008). Esto implicaría que la unión de Plk3 mediante su dominio Polo 
Box a proteínas (de acoplamiento) sería independiente de la fosforilación de estas 
(Figura 8B). A pesar de todo, esta hipótesis no ha sido demostrada in vivo. 
 
3.2.2. La quinasa Plk3. 
 
a) Expresión, actividad quinasa y localización de Plk3. 
La proteína quinasa Plk3, también conocida como Prk (Proliferation related kinase), se 
identificó como un gen de expresión temprana (Donohue et al., 1995; Li et al., 1996), 
ya que su ARN mensajero comienza a detectarse en fase G1 del ciclo celular 
(Donohue et al., 1995; Chase et al., 1998; Anger et al., 2003). 
En cuanto a la expresión a nivel de proteína, existe cierta controversia. Algunos 
autores describen un nivel constante de proteína a lo largo del ciclo celular (Chase et 
al., 1998; Bahassi el et al., 2002; Winkles and Alberts, 2005). Sin embargo, otro trabajo 
propone que el nivel de proteína se regula en el ciclo celular siendo máximo en la fase 
G1 (Zimmerman and Erikson, 2007b). 
 A nivel de tejido, se ha observado expresión de su ARN mensajero en todos los 
tejidos examinados de ratones recién nacidos. Sin embargo, en ratones adultos, se 
detecta una expresión moderada en tejidos como cerebro, intestino, pulmón y ovario y 
una alta expresión en piel (Donohue et al., 1995). En otros estudios se detectaron 
niveles apreciables en placenta, ovario y pulmón (Li et al., 1996) y, en cerebro adulto, 
además de una clara expresión de su ARN mensajero, se encontró que la actividad 
sináptica neuronal inducía la expresión tanto de su ARN mensajero como de la 
proteína (Kauselmann et al., 1999; Seeburg et al., 2005). 
 La actividad quinasa de Plk3 está regulada a lo largo del ciclo celular y en 
respuesta a diferentes tipos de estrés. De este modo, células sincronizadas mediante 
nocodazol en mitosis presentan un incremento de la actividad quinasa de Plk3 (Chase 
et al., 1998; Bahassi el et al., 2002). Otros datos indican que es más activa en fase S y 
G2 (Ouyang et al., 1997). Además, Plk3 se activa en respuesta a estrés oxidativo, 
inducido por peróxido de hidrógeno (Xie et al., 2001a; Xie et al., 2002) y adriamicina 
(Xie et al., 2001b). Otros estímulos que incrementan la actividad de esta quinasa son 
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la luz UV (Wang et al., 2007), la radiación ionizante (Bahassi el et al., 2002) y la 
hipoxia (Wang et al., 2008a). De la función de la quinasa Plk3 en respuesta a daño al 
ADN, se hablará en mayor profundidad en el apartado siguiente. 
La localización subcelular de Plk3 es muy diversa. Inicialmente, se describió en 
el córtex celular (adyacente a la membrana plasmática) y el surco de segmentación en 
citocinesis (Conn et al., 2000). Además, se encuentra en los centrosomas a lo largo 
del ciclo celular colocalizando con γ-tubulina (Dai et al., 2002b; Wang et al., 2002) y, 
en mitosis, asociada al huso mitótico y los polos de este (Wang et al., 2002; Xie et al., 
2004). Por otro lado, se ha descrito en el nucleolo (Zimmerman and Erikson, 2007a, b) 
y en el núcleo (Wang et al., 2007). Por último, la quinasa Plk3 también se localiza en el 
citoplasma y asociada al aparato de Golgi, tanto en interfase como en mitosis (Dai et 
al., 2002b; Ruan et al., 2004; Xie et al., 2004). 
En cuanto a la regulación directa del promotor de Plk3 se han descrito, hasta el 
momento, sitios de unión para los factores de transcripción E2F y NF-κB (Li et al., 
2005; Tategu et al., 2008). El factor de transcripción NF-κB induce la expresión de 
Plk3 a través de una ruta activada por doxiciclina que lleva a la activación de p53 y 
provoca apoptosis (Li et al., 2005). Por otro lado, la identificación del sitio de unión a 
E2F se realizó mediante el estudio de la región promotora de Plk3 utilizando un 
programa de análisis denominado TRANSFAC. En este caso, tanto E2F1 como E2F3 
inducen la expresión del promotor de Plk3 (Tategu et al., 2008). 
 
b) Función de Plk3 en respuesta a estrés genotóxico. 
La ruta de señalización que lleva a una respuesta tras daño al ADN (estrés 
genotóxico) está constituida por las moléculas que detectan el daño (sensores), las 
moléculas que amplifican dicha señal (mediadores y transductores) y, finalmente, los 
efectores. Es bien conocida la función de las quinasas ATM y ATR, que actúan como 
sensores y amplificadores de la respuesta. Otros amplificadores son Chk1 (Checkpoint 
Kinase 1) y Chk2 (Checkpoint Kinase 2) y, como efectores, están el factor de 
transcripción p53 y las fosfatasas Cdc25, entre otros (Sancar et al., 2004). Una vez 
activada la ruta, se induce la expresión de diferentes genes que desencadenan una 
respuesta celular concreta. Dentro de las posibles respuestas, están la parada del 
ciclo celular, la reparación del daño al ADN y la apoptosis o senescencia. Finalmente, 
tiene lugar la atenuación de la respuesta (Figura 9A). Plk3 ha sido descrita como 
posible transductor de la señal en respuesta a distintos tipos de estrés genotóxicos 
(Xie et al., 2001b). 
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La actividad quinasa de Plk3 se incrementa en respuesta a estrés oxidativo y 
daño al ADN producido por radiación ionizante o drogas miméticas de esta como 
adriamicina o MMS (Metil Metano Sulfonato) (Xie et al., 2001a; Xie et al., 2001b; 
Bahassi el et al., 2002). De hecho, esta activación es dependiente de ATM, ya que en 
presencia de cafeína (un inhibidor de ATM/ATR) o en líneas celulares ATM-/- no se 
observa la activación de Plk3 (Xie et al., 2001b). Plk3 interacciona y fosforila a p53 en 
serina 20 (Xie et al., 2001a; Xie et al., 2001b) y, al menos en respuesta a estrés 
oxidativo, se ha demostrado que la fosforilación es parcialmente dependiente de Plk3. 
Así, en células Plk3-/- o tras el uso de ARN de interferencia específico para Plk3, la 
fosforilación de p53 (Ser20) es menor (Xie et al., 2001a; Xie et al., 2005). De hecho, el 
tratamiento con wortmanina (inhibidor genérico de proteínas Plk) reduce la 
fosforilación en serina 20 de p53 in vivo (Liu et al., 2007). Además, la quinasa Plk3 
interacciona con Chk2 y la fosforila en las serinas 62 y 73. Esta fosforilación parece 
necesaria para la completa activación de Chk2 por ATM en respuesta a daño al ADN 




















Figura 9. A) Esquema general de la respuesta celular a estrés genotóxico. La luz ultravioleta 
(UV), la radiación ionizante (IR), diferentes tipos de drogas y especies radicales de oxígeno (ROS) 
pueden provocan daño al ADN. Este es detectado por sensores que señalizan a través de 
proteínas transductoras ayudadas por mediadoras (53BP1, BRCA1) hasta los distintos efectores. 
Finalmente, se activa un mecanismo de atenuación para controlar la respuesta. Adaptado de Yang 
et al., 2004. B) Plk3 en relación a daño al ADN. Diferentes tipos de estrés terminan activando a 
Plk3, situada por debajo de ATM. Plk3 fosforila e interacciona con p53 y Chk2. Esta activación 
lleva a distintos tipos de respuesta a través de los efectores Cdc25C y p53. Adaptado de  Bahassi 
















































Tanto la luz UV como la hipoxia inducen la activación de Plk3 lo que da lugar a 
la fosforilación del factor de transcripción c-Jun (Ser63 y Ser73) activando, en ambos 
casos, una respuesta de apoptosis (Wang et al., 2007; Wang et al., 2008a). Además, 
en respuesta a hipoxia, Plk3 también regula el factor HIF-1α (Hipoxia Inducible Factor 
1α) provocando la desestabilización y exclusión nuclear de este (Yang et al., 2008). 
Plk3 también se activa en respuesta a cisplatino (fármaco utilizado en 
quimioterapia) y, tras su activación, fosforila al factor de transcripción p73 provocando 
la inhibición de la actividad proapoptótica de este (Sang et al., 2009). Además, los 
niveles de ARN mensajero de Plk3 también aumentan tras tratamiento con cisplatino 
(Ando et al., 2004). 
Aparte de estas funciones como transductor de la señal, Plk3 participa en la 
reparación del ADN dañado. Así, Plk3 fosforila a la subunidad p125 de la polimerasa δ 
(Ser60), lo que podría regular su localización subcelular ya que el residuo diana está 
cerca de la secuencia de localización nuclear de la polimerasa (Xie et al., 2005). 
 
 c) Implicación de Plk3 en proliferación y división celular. 
La quinasa Plk3 tiene funciones clave a lo largo del ciclo celular (Figura 10). Se ha 
descrito que es necesaria en la transición G1/S, ya que su depleción por ARN de 
interferencia lleva a una parada en fase G0/G1 y a una disminución en el nivel de 
proteína de la ciclina E, lo que sugiere una regulación de esta a nivel postraduccional 
(Zimmerman and Erikson, 2007b). Teniendo en cuenta que la fosfatasa Cdc25A regula 
la entrada en fase S mediante la desfosforilación y activación del complejo 
CDK2/ciclina E y que Cdc25A ha sido identificada como sustrato de Plk3 in vitro, 
podría ser que Plk3 estuviera regulando la estabilidad de la ciclina E a través de la 
activación de Cdc25A (Myer et al., 2005; Zimmerman and Erikson, 2007b). 
La entrada en mitosis depende de la fosforilación y activación de la fosfatasa 
Cdc25C, que desfosforila y activa el complejo Cdc2/ciclina B. Durante interfase, 
Cdc25C se localiza en el citoplasma y cuando entra en el núcleo, se activa y regula la 
transición G2/mitosis. La quinasa Plk3 participa en este proceso de acumulación de 
Cdc25C en el núcleo a través de su fosforilación en serina 191. De hecho, el mutante 
Cdc25C (S191A) no se acumula en el núcleo y, la depleción de Plk3 por ARN de 
interferencia, también inhibe dicha acumulación (Bahassi el et al., 2004). Sin embargo, 
en un estudio anterior, se identificó la serina 216 de Cdc25C como el residuo sustrato 
de Plk3 aunque no se llegó a determinar la función in vivo de dicha fosforilación 
(Ouyang et al., 1999). Plk3 también fosforila a la topoisomerasa IIα (Thr1342), que es 
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esencial para la condensación y segregación de los cromosomas en mitosis (Iida et al., 
2008). Así, aunque no se ha demostrado todavía la función biológica de esta 
fosforilación, cabría pensar que Plk3 participe en la condensación y segregación de los 
cromosomas en mitosis, ya que esta función se ha descrito para otros miembros de la 
familia Plk (Kang et al., 2006; Godinho and Tavares, 2008). De hecho, la 
sobreexpresión de Plk3 provoca condensación de la cromatina (Conn et al., 2000). 
Otro estudio que implica a Plk3 en funciones mitóticas se realizó utilizando una RPLC 
(Reversed-Phase Liquid Chromatography) acoplada a un espectrómetro de masas. En 
este trabajo, se identificaron fosfopéptidos y complejos fosfoproteicos relacionados con 
el CPC (Chromosomal Passenger Complex) que es un regulador de los cromosomas, 
el citoesqueleto y la dinámica de membranas en mitosis (Adams et al., 2001). Dentro 
de los motivos fosforilados detectados se encontró la serina 284 de Plk3. La 
fosforilación de Plk3 en este residuo lleva a esta quinasa a una localización en 
estructuras mitóticas como los centrosomas, los polos del huso mitótico y el surco de 













Aparte de las funciones ya descritas, la localización subcelular de Plk3 en 
centrosomas y en el aparato de Golgi (Dai et al., 2002b) determina funciones 
relacionadas con estos dos orgánulos. En el primer caso, Plk3 se localiza asociada a 
los centrosomas a lo largo del ciclo celular (Dai et al., 2002b). De hecho, se postula un 
posible papel de Plk3 en la dinámica de microtúbulos y en la salida de mitosis, debido 
a los problemas observados en citocinesis. Así, la utilización de diferentes tipos de 
construcciones de Plk3 (Plk3 constitutivamente activa, Plk3 sin dominio quinasa o Plk3 
inactiva) inducen cambios morfológicos en las células que pueden terminar en 
Plk3
en el ciclo celular
Transición G1/S: Cdc25A
Entrada en mitosis: Cdc25C
Condensación de la cromatina: topoisomerasa IIα
Fragmentación del aparato de Golgi
Salida de mitosis: citocinesis
Mitosis
Figura 10. Plk3 en el ciclo celular. Se resumen algunos de los datos que relacionan a la quinasa 
Plk3 con funciones en la progresión del ciclo celular y la división celular. 
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apoptosis (Wang et al., 2002; Jiang et al., 2006). Por otro lado, existe una 
subpoblación de Plk3 en el aparato de Golgi que colocaliza con Giantina (utilizada 
como marcador de dicho orgánulo) a lo largo del ciclo celular (Ruan et al., 2004). Se 
ha descrito que Plk3 participa en la dinámica del aparato de Golgi en mitosis debido a 
que su sobreexpresión induce fragmentación de este orgánulo (Ruan et al., 2004). 
Además, se ha llegado a determinar que en esta señalización se sitúa por debajo de la 
quinasa MEK1 (Xie et al., 2004). Por su parte, la sobreexpresión de MEK1 provoca un 
incremento en la actividad quinasa de Plk3, mientras que el tratamiento con 
inhibidores de MEK1, reducen dicha actividad. Esto indica que la ruta de señalización 
de la fragmentación del aparato de Golgi iniciada por MEK1 señaliza, en parte, a 
través de Plk3 (Xie et al., 2004; Feinstein and Linstedt, 2007). Como el proceso de 
fragmentación del aparato de Golgi en mitosis es parte de la presente tesis, se hablará 
en más detalle en el apartado 5 (página 41). 
En cuanto a la relación de Plk3 con tumorigénesis, se ha detectado que en 
carcinoma de cabeza y cuello (HNSCC) (Dai et al., 2000), en cáncer de colon en ratas 
(Dai et al., 2002a), en carcinoma de pulmón (Li et al., 1996) y en tumores primarios de 
útero y vejiga (Ando et al., 2004), su expresión está reprimida. Además, se determinó 
que, al menos en carcinoma de pulmón, no había polimorfismos o mutaciones 
inactivadoras en el gen de plk3 (Wiest et al., 2001). Por otro lado, Plk3 se encuentra 
sobreexpresada en cáncer de ovario (Weichert et al., 2004) y cáncer de mama 
(Weichert et al., 2005). En estos tumores, la sobreexpresión de Plk3 está asociada, de 
manera significativa, con un mal pronóstico en los pacientes. 
 
 
4. La ATPasa VCP. 
 
4.1. Características generales de la ATPasa VCP. 
La proteína denominada VCP (Valosin-Containing Protein) pertenece a la familia de 
ATPasas AAA tipo II (AAA- ATPases Associated with a variety of Activities), que se 
caracterizan por la gran variedad de funciones celulares que llevan a cabo. 
La estructura de VCP cuenta con cuatro dominios: el dominio amino terminal 
(N), dos dominios ATPasa (D1 y D2) y un dominio carboxilo terminal (C) (Wang et al., 
2004a) (Figura 11). 
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Cada uno de los dominios de la ATPasa VCP tiene una función concreta. El 
dominio amino terminal (N) interacciona con cofactores como, por ejemplo, p47 
(Dreveny et al., 2004), con sustratos ubiquitinados (Dai and Li, 2001) y con lípidos 
(Shiozawa et al., 2006). De los dos dominios ATPasa, la actividad enzimática principal 
la presenta el dominio D2 mientras que el dominio D1 es responsable de la 
oligomerización de la proteína para formar hexámeros (Song et al., 2003; Wang et al., 
2003a). El dominio carboxilo terminal (C) es la zona más flexible de la proteína y 
además de interaccionar con cofactores, se han identificado algunas quinasas que 
fosforilan a VCP en este dominio (Livingstone et al., 2005; Vandermoere et al., 2006). 
De hecho, en un estudio realizado recientemente utilizando técnicas proteómicas, se 
detectaron un gran número de posibles dianas de fosforilación y de acetilación en 
VCP, muchas de ellas en el extremo carboxílico, sugiriendo una regulación muy 










La ATPasa VCP es una proteína abundante, constituyendo aproximadamente 
un 1% del contenido total de proteína en las células. Existen ortólogos de la VCP en 
otros organismos como D. melanogaster (TER94), X. laevis (p97) y S. cerevisiae 
(Cdc48), con los que comparte muchas de las funciones descritas. Su localización es 
principalmente citoplasmática con subpoblaciones asociadas a las membranas del 
retículo endoplasmático y del aparato de Golgi. También se ha detectado, en menor 
grado, en el núcleo y en el nucleolo (Acharya et al., 1995; Latterich et al., 1995; 
Rabouille et al., 1995; Partridge et al., 2003). 
 
4.2. Funciones de la ATPasa VCP. 
La ATPasa VCP tiene diversas funciones, todas relacionadas directa o indirectamente 
con el sistema de ubiquitinación y degradación por el proteasoma. Entre estas 
funciones están, por ejemplo, la regulación del ciclo celular, la activación 
Figura 11. Resumen de la estructura y función de los dominios de la ATPasa VCP humana. 
La ATPasa VCP tiene 806 aminoácidos. En el esquema se indica la posición de los dominios que 












N D1 D2 C
AAA
1 187 208 459 481 761 806
 37 
Introducción
transcripcional, la fusión de membranas, la respuesta a daño al ADN y la degradación 
de proteínas asociada al retículo endoplasmático (ERAD- Endoplasmatic Reticulum 
Associated Degradation) (Wang et al., 2004a). De estas funciones, se citarán algunos 













Las proteínas que son degradadas por el proteasoma son marcadas con 
ubiquitina (mediante poliubiquitinación debida a cadenas de ubiquitina unidas entre 
ellas a través de la lisina 48), lo que hace que sean específicamente reconocidas por 
toda la maquinaria de degradación. Pero hay que tener en cuenta que la ubiquitinación 
también regula procesos independientes del proteasoma. En estos casos, los 
sustratos se modifican con una única molécula de ubiquitina (monoubiquitinación) o 
con cadenas de ubiquitina que se unen entre ellas a través de la lisina 63 o la lisina 6 
(Schnell and Hicke, 2003; Ikeda and Dikic, 2008). La relación de la ATPasa VCP con la 
proteólisis es directa ya que interacciona con proteínas poliubiquitinadas y con 
distintos componentes del sistema de degradación como la subunidad 26S del 
proteasoma (Dai et al., 1998; Dai and Li, 2001). La conexión del resto de las funciones 
de la ATPasa con el sistema ubiquitina-proteasoma en muchos casos es más difusa. 
De hecho, en la actualidad se piensa que algunas de sus funciones están relacionadas 
exclusivamente con el sistema de ubiquitinación (monoubiquitinación) sin la posterior 
degradación (Ye, 2006). 
 El sistema de degradación asociado al retículo endoplasmático (ERAD) se 
caracteriza porque las proteínas mal plegadas son llevadas a la cara citosólica del 
retículo endoplasmático para marcarlas con ubiquitina (poliubiquitinación) y enviarlas a 
degradación. La ATPasa VCP participa en este proceso asociada a los cofactores 
Figura 12. Resumen de las funciones de la ATPasa VCP. Se muestran algunas de las funciones 
descritas para la ATPasa VCP. En algunos casos se reflejan los ejemplos expuestos (entre 
paréntesis) y los cofactores que participan (en verde). Todas estas funciones están relacionadas 
de un modo directo o indirecto con el sistema de ubiquitinación y degradación por el proteasoma 
(Ub-Pr). RE- retículo endoplasmático. 
1. Proteólisis.
2. Degradación de proteínas asociada al RE (ERAD): Ufd1-Np14.
3. Ciclo celular (p. ej., ciclina E).
4. Regulación transcripcional (p. ej., NF-kB).
5. Fusión de membranas:
envuelta nuclear: Ufd1-Np14, p47
retículo endoplasmático: p47, VCIP135
aparato de Golgi: p47, VCIP135
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Ufd1-Np14. El complejo VCP-Ufd1-Np14 se une a la proteína poliubiquitinada y la 
hidrólisis del ATP empuja dicha proteína al citoplasma para que finalmente sea 
degradada por el proteasoma (Ye et al., 2003). 
 La implicación de la VCP con el ciclo celular tiene una relación directa con el 
sistema ubiquitina-proteasoma, ya que muchas de las proteínas que participan en la 
progresión del ciclo celular (p. ej., ciclinas) son degradadas cuando ya no son 
necesarias. Así, la ATPasa VCP ha sido implicada directamente con la degradación de 
la ciclina E in vivo e in vitro (Dai and Li, 2001). 
 Otra de las funciones asociadas a VCP es la activación de factores de 
transcripción, que está directamente relacionada con el sistema ubiquitina-
proteasoma. Uno de los factores regulados por VCP es el factor NF-κB, que se 
encuentra inactivo en el citoplasma debido a su interacción con la proteína inhibidora 
Iκ-Bα. Cuando las células reciben el estímulo adecuado, el factor Iκ-Bα, además de 
fosforilarse, se poliubiquitina. VCP reconoce la proteína Iκ-Bα ubiquitinada y la disocia 
del factor NF-κB que es capaz de ir al núcleo y regular sus genes diana. Por su parte, 
el inhibidor Iκ-Bα es degradado por el proteasoma (Dai et al., 1998). 
 La función exacta de VCP en respuesta a daño al ADN no es conocida. Lo que 
se ha descrito hasta ahora es su fosforilación en serina 784 tras daño al ADN por las 
quinasas ATM, ATR y DNA-PK. De hecho, tras el daño al ADN, se observa cómo la 
VCP del núcleo se localiza en las zonas de rotura de la cadena de ADN, lo que sugiere 
su participación en reparación (Livingstone et al., 2005). Además, también se ha 
descrito que proteínas relacionadas con la reparación del ADN como BRCA1 y la 
helicasa WRN interaccionan con VCP (Zhang et al., 2000; Partridge et al., 2003). Cabe 
añadir que cuando se desencadena la respuesta de daño al ADN tienen lugar 
modificaciones postraduccionales por fosforilación y por ubiquitinación 
(monoubiquitinación o poliubiquitinación a través de Lys63), lo que implicaría 
directamente a la VCP en este proceso (Hofmann, 2009). 
 
4.2.1. Implicación de VCP en la fusión de membranas. 
La división celular implica un drástico remodelamiento de las membranas ya que las 
células tienen que dividir su material genético y repartir sus orgánulos entre las dos 
células hijas. La envuelta nuclear, el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi 
existen como una única copia y, para repartirse, se fragmentan al inicio de mitosis. En 
telofase, los orgánulos se reensamblan de nuevo. La ATPasa VCP participa en la 
fusión de las membranas de estos tres orgánulos en telofase y, en el caso del aparato 
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de Golgi, también se ha demostrado su implicación en la fragmentación de este al 
inicio de la mitosis. De la señalización en la dinámica del aparato de Golgi en división 
celular se hablará en mayor detalle en el apartado siguiente. 
 La participación de VCP en el reensamblaje de la envuelta nuclear tiene lugar a 
dos niveles: en la formación de la envuelta nuclear continua asociada a la cromatina y 
en la expansión de esta (Hetzer et al., 2001). Para cada fase requiere cofactores 
distintos y excluyentes (Meyer et al., 2000; Bruderer et al., 2004). Así, para el primer 
paso se asocia con el dímero Ufd1-Np14 y para el posterior crecimiento se asocia con 
el cofactor p47. El mecanismo exacto de cómo lleva a cabo estas funciones no se 
conoce (Hetzer et al., 2001). 
 La fusión de membranas (p. ej., en el caso de las vesículas de transporte con 
su membrana de destino) es un proceso muy específico donde la correcta fusión entre 
dos membranas viene determinada, entre otras cosas, por la interacción específica de 
marcadores en ambas membranas denominados SNAREs (Soluble NSF Attachment 
protein Receptor). En el caso de una fusión entre una vesícula y su membrana diana, 
se establece una interacción tipo v/t-SNARE (vesicle/target-SNARE), mientras que 
cuando la fusión ocurre entre dos membranas la interacción es de tipo t/t-SNARE 













La formación de complejos SNARE y su posterior liberación da lugar a la fusión 
de las membranas y permite la reutilización de los SNAREs en nuevos ciclos de 
fusión. Este proceso requiere de energía en forma de ATP y, por tanto, de la 
participación de enzimas ATPasas (Sollner et al., 1993). 
Figura 13. Fusión de membranas del AG y del RE mediado por VCP. El mecanismo de fusión 
que tiene lugar en las membranas del AG y del RE mediado por VCP es similar. Las t-SNARE de 
cada membrana interaccionan formando un complejo que se estabiliza por interacciones 
hidrofóbicas (1). A este complejo se unen VCP-p47-VCIP135. La hidrólisis del ATP provoca la 
fusión y que VCIP135 desestabilice el complejo formado (2). El AG sufre además un ciclo de 
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La fusión de las membranas del retículo endoplasmático y del aparato de Golgi 
llevada a cabo por VCP sigue un mecanismo similar, haciendo uso de los mismos 
cofactores: p47 y VCIP135 (VCP [p97]/p47 Complex Interacting Protein, p135) 
(Uchiyama et al., 2002; Kano et al., 2005). En ambos procesos la modificación de 
sustratos por monoubiquitinación parece jugar un papel fundamental. De hecho, tanto 
p47 como VCIP135 están directamente relacionados con la ubiquitinación. El cofactor 
p47 tiene un dominio de unión a ubiquitina (UBA- Ubiquitin-Associated domain) y el 
cofactor VCIP135 es una enzima deubiquitinasa, de modo que la presencia de 
sustratos monoubiquitinados parece clave en el mecanismo de actuación del complejo 
VCP-p47-VCIP135 en la fusión de membranas (Meyer et al., 2002; Wang et al., 
2004b). De hecho, al menos en el caso del aparato de Golgi, la ubiquitinación durante 
el proceso de fragmentación al inicio de mitosis es necesaria para que tenga lugar la 
fusión de membranas en telofase. Así, se piensa que determinadas proteínas en las 
membranas de aparato de Golgi, hasta el momento desconocidas, se ubiquitinan 
durante la fragmentación y son deubiquitinadas durante la fusión de las membranas 
donde tendría un papel clave la enzima deubiquitinasa VCIP135 (Wang et al., 2004b). 
La proteína t-SNARE que participa en la fusión de membranas mediada por el 
complejo VCP-p47-VCIP135 es la Syntaxin-5 en el caso del aparato de Golgi y la 
Syntaxin-18 en el caso del retículo endoplasmático (Rabouille et al., 1998; Kano et al., 
2005). Para que tenga lugar la fusión de membranas, primero se deben formar 
complejos t/t-SNARE mediante interacciones hidrofóbicas (Figura 13, en azul), a los 
que, a continuación, se uniría el complejo VCP-p47-VCIP135. En el caso del aparato 
de Golgi, se ha demostrado que tanto p47 como VCIP135 interaccionan con la t-
SNARE Syntaxin-5 (Rabouille et al., 1998; Uchiyama et al., 2002). Así, se establece un 
complejo transitorio que la VCIP135 disocia tras la hidrólisis del ATP por la ATPasa 
VCP, permaneciendo la interacción VCP-VCIP135 (Uchiyama et al., 2002). 
 Para el aparato de Golgi también ha sido demostrada la implicación del 
complejo VCP-p47 en la fragmentación de dicho orgánulo al inicio de mitosis 






5. Dinámica del aparato de Golgi en división celular. 
 
5.1. Organización y función del aparato de Golgi. 
El aparato de Golgi en mamíferos está compuesto por una serie de cisternas apiladas 
y conectadas lateralmente entre sí formando un sistema continuo de membranas que 
se localiza en la región perinuclear cerca del centrosoma (Figura 14A) (Ladinsky et al., 
1999). Su organización, función y localización requiere de la participación de proteínas 
estructurales del aparato de Golgi denominadas golgins (p.ej., GM130) y GRASPs 
(GRASP- Golgi ReAssembly Protein) y del citoesqueleto de microtúbulos y de actina 
(Figura 14B) (Valderrama et al., 1998; Thyberg and Moskalewski, 1999; Ramirez and 
Lowe, 2009). Además, su estructura y su orientación son clave para la direccionalidad 
del transporte y para la polaridad celular y, por tanto, para procesos relacionados 
como la migración celular (Bisel et al., 2008; Yadav et al., 2009). 
El aparato de Golgi lleva a cabo funciones esenciales para el crecimiento, 
homeostasis y división celular. Dentro de estas funciones están la modificación de 
lípidos y proteínas (Farquhar and Palade, 1998), el transporte de proteínas desde el 
retículo endoplasmático hasta la membrana plasmática u otras localizaciones 
intracelulares (Rothman, 1994) y su función de scaffold para la señalización celular 
(Donaldson and Lippincott-Schwartz, 2000; Torii et al., 2004; Feinstein and Linstedt, 













Figura 14. Localización y estructura del aparato de Golgi. A) Inmunofluorescencia  de una 
célula A549 que muestra la localización perinuclear del aparato de Golgi marcado con Giantina (en 
rojo) y su localización respecto del núcleo marcado con DAPI (en azul). La barra indica 10 μm. B) 
Esquema de los distintos componentes que mantienen la estructura y organización del aparato de 
Golgi en interfase. Entre estos elementos se encuentran las golgins (p.ej., GM130), las GRASPs 
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Durante la división celular, el aparato de Golgi sufre un ciclo de 
fragmentación/reensamblaje necesario para su reparto entre las dos células hijas que 
es estrictamente regulado y coordinado con la progresión de la mitosis. 
 
5.2. Fragmentación del aparato de Golgi en la transición G2/ mitosis. 
El aparato de Golgi es un sistema continuo de membranas que se reparte entre las 
dos células hijas en mitosis. Para ello, lo primero es la rotura de las uniones laterales 
entre las cisternas para, a continuación, fragmentarse en múltiples vesículas y túbulos. 
Al mismo tiempo que los cromosomas se segregan, las membranas mitóticas del 
aparato de Golgi, se reparten entre las dos células hijas. En telofase, las membranas 
se fusionan y se reensambla de nuevo el aparato de Golgi (Shorter and Warren, 2002). 
Además, se ha descrito que su fragmentación no es solamente necesaria para su 
reparto, sino también para la entrada en mitosis (Sutterlin et al., 2002; Hidalgo 
Carcedo et al., 2004). 
 
 5.2.1. Mecanismo y rutas de señalización. 
Se han encontrado diversas proteínas relacionadas con el desensamblaje y 
reensamblaje del aparato de Golgi en mitosis. Muchas de ellas son quinasas, ya que 
es un proceso en el que la regulación por fosforilación es clave. Las quinasas hasta el 
momento descritas en este proceso son Cdc2, Raf-1, MEK1, ERK1c, ERK2, Plk1 y 
Plk3 (Acharya et al., 1998; Kano et al., 2000; Sutterlin et al., 2001; Colanzi et al., 
2003b; Xie et al., 2004; Shaul and Seger, 2006). También participan proteínas de la 
matriz del aparato de Golgi como GM130, GRASP65 y GRASP55 (Lowe et al., 1998; 
Lin et al., 2000; Jesch et al., 2001a), complejos proteicos relacionados con la fusión de 
membranas como VCP (Uchiyama et al., 2003) y la proteína de fisión CtBP3/BARS 
(BARS) (Hidalgo Carcedo et al., 2004). 
El proceso de fragmentación ocurre en dos fases: la rotura lateral de las 
uniones entre cisternas (fase I) y el desensamblaje de estas hasta su total dispersión 
por el citoplasma (denominado Golgi mitotic haze) (fase II) (Shorter and Warren, 2002; 
Colanzi et al., 2003a; Axelsson and Warren, 2004; Persico et al., 2009) (Figura 15). 
 
a) Rotura de las uniones laterales de las cisternas (fase I). 
Hay varias proteínas clave en la rotura de las uniones laterales entre las cisternas 
(también denominadas zonas no compactas del aparato de Golgi): la quinasa MEK1, 
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la proteína de fisión CtBP3/BARS, GRASP55 y GRASP65. Este proceso ocurre al final 




















Las funciones de la ruta de las MAP quinasas son regular la proliferación, la 
diferenciación y la apoptosis (Chang and Karin, 2001). Sin embargo, se ha descrito 
que no solamente se activan por señales mitogénicas para sus funciones en el ciclo 
celular sino también específicamente en mitosis para regular diversos procesos, entre 
ellos, la fragmentación del aparato de Golgi (Shapiro et al., 1998; Laird et al., 1999). La 
participación de la quinasa MEK1 fue descrita por primera vez utilizando un sistema de 
células de riñón de rata permeabilizadas (NRK-Normal Rat Kidney), que, al incubarse 
con extractos mitóticos, sufrían fragmentación del aparato de Golgi (Acharya et al., 
1998). Se determinó que MEK1 era responsable de la rotura de las uniones laterales 
de las cisternas y que su papel era minoritario en el posterior desensamblaje (Acharya 
et al., 1998; Colanzi et al., 2000; Kano et al., 2000; Feinstein and Linstedt, 2007). La 
quinasa MEK1 se activa específicamente en mitosis y su quinasa upstream Raf-1 es 
necesaria aunque no suficiente para dicha activación y, por tanto, Raf-1 también 
participa en la fragmentación del aparato de Golgi en mitosis (Shapiro et al., 1998; 
Figura 15. Representación esquemática del proceso de desensamblaje/reensamblaje del 
aparato de Golgi en mitosis. En interfase, el aparato de Golgi forma un sistema continuo de 
membranas localizado en la región perinuclear cerca del centrosoma (en rojo). Al final de la fase 
G2, se rompen las uniones laterales dando lugar a cisternas aisladas (fase I) y, ya en mitosis, se 
fragmenta completamente (fase II). En telofase, las membranas del aparato de Golgi vuelven a 
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Colanzi et al., 2000; Colanzi et al., 2003b). Además, se ha demostrado que la 
depleción de MEK1 por ARN de interferencia o la sobreexpresión de un mutante 
dominante negativo de MEK1 provocan retraso en la transición G2/mitosis del ciclo 
celular (Wright et al., 1999; Feinstein and Linstedt, 2007). Las proteínas descritas por 
debajo de MEK1 son ERK1c, ERK2 y Plk3. Así, existe una subpoblación de ERK1c 
localizada en el aparato de Golgi cuya actividad quinasa aumenta en mitosis y tras la 
sobreexpresión de MEK1 (Aebersold et al., 2004; Shaul and Seger, 2006). Por otro 
lado, un trabajo más reciente especifica que la activación de ERK1c es mediada por la 
isoforma MEK1b (Shaul et al., 2009). En cuanto a ERK2, se ha determinado que 
fosforila a GRASP55 (Thr222, Thr225, Ser245 y Thr249) downstream de MEK1 en 
mitosis (Jesch et al., 2001a; Feinstein and Linstedt, 2007). Plk3, por su parte, también 
se localiza en el aparato de Golgi y su sobreexpresión en células HeLa no 
sincronizadas induce la fragmentación de este (Ruan et al., 2004). Plk3 se sitúa bajo 
MEK1 en este proceso, ya que células previamente tratadas con un inhibidor 
específico de MEK1, no fragmentan el aparato de Golgi tras la sobreexpresión de Plk3. 
Además, la sobreexpresión de MEK1 induce la activación de la actividad quinasa de 
Plk3 (Xie et al., 2004). Por lo tanto, Plk3 participaría en la primera fase de la 
fragmentación por debajo de MEK1, aunque su función exacta está por determinar 
(Figura 16A). 
GRASP55 y GRASP65 son proteínas periféricas de membrana de la matriz del 
aparato de Golgi implicadas tanto en el mantenimiento de las conexiones laterales 
entre las cisternas como entre las propias cisternas (Barr et al., 1997; Shorter et al., 
1999; Puthenveedu et al., 2006; Feinstein and Linstedt, 2008; Tang et al., 2010). Tanto 
GRASP55 como GRASP65 forman homodímeros y se ha propuesto que dímeros 
localizados en cisternas adyacentes pueden oligomerizar en trans y configurar la 
estructura del aparato de Golgi. La oligomerización en trans es interrumpida en mitosis 
por la fosforilación en su dominio Ser/Pro (SPR) localizado en su extremo carboxilo lo 
que llevaría a la rotura de las uniones laterales de las cisternas (Wang et al., 2003b; 
Wang et al., 2005; Wang et al., 2008b; Xiang and Wang, 2010). Ambas proteínas son 
fosforiladas en mitosis por diversas quinasas. Así, GRASP65 es fosforilada por Cdc2 y 
Plk1 (Lin et al., 2000; Wang et al., 2003b; Wang et al., 2005; Yoshimura et al., 2005) y 
GRASP55 por ERK2 (Jesch et al., 2001a; Feinstein and Linstedt, 2007). Considerando 
la diferente localización de GRASP55 y GRASP65 (medial/trans-Golgi y cis-Golgi, 
respectivamente), se piensa que estas proteínas son responsables del mantenimiento 
de las conexiones entre las cisternas y de la consecuente rotura en mitosis en esas 
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regiones del aparato de Golgi (Shorter et al., 1999; Duran et al., 2008; Feinstein and 
Linstedt, 2008; Xiang and Wang, 2010). 
La proteína de fisión BARS tiene dos funciones principales. Por un lado, actúa 
como correpresor transcripcional en el núcleo y, por otro, está implicada en procesos 
de fisión de membranas en el aparato de Golgi (Yang et al., 2005; Corda et al., 2006). 
Se ha demostrado que es una proteína clave en la fragmentación del aparato de Golgi 
porque su depleción por ARN de interferencia o el uso de anticuerpos bloqueadores 
específicos evitan la rotura lateral de las cisternas en células permeabilizadas NRK 
tratadas con extracto mitótico (Hidalgo Carcedo et al., 2004; Colanzi et al., 2007). 
















b) Desensamblaje de las cisternas (fase II). 
En profase, el aparato de Golgi sufre una fragmentación continua hasta metafase 
dando lugar a gran número de vesículas y túbulos que se localizan alrededor de los 
polos del huso mitótico (Figura 15, fase II). Estudios in vivo muestran que, además de 
fragmentarse, se producen varios movimientos de dispersión (Shima et al., 1998). Así, 
los fragmentos del aparato de Golgi perinucleares sufren un movimiento centrípeto al 
mismo tiempo que tiene lugar la rotura de la envuelta nuclear. A continuación, estos 
fragmentos se distribuyen en dos poblaciones alrededor de los polos del huso mitótico 
(Shima et al., 1998; Wei and Seemann, 2009b). 
Figura 16. Resumen de las quinasas y sus sustratos implicados en la fragmentación del 
aparato de Golgi en mitosis. A) La quinasa mejor establecida por su función en la fase I de la 
fragmentación del AG es MEK1. Se muestra su quinasa upstream y sus quinasas downstream con 
los sustratos conocidos (en azul). B) Plk1 y Cdc2 son las quinasas implicadas en la fase II de la 
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En este proceso participan quinasas como Plk1 y Cdc2, proteínas de la matriz 
del aparato de Golgi como GM130, complejos proteicos de ATPasas como VCP y 
GTPasas como ARF-1 (Figura 16B). 
La quinasa Plk1 participa en diversos procesos de la división celular como la 
entrada en mitosis, la formación del huso mitótico y la citocinesis (Barr et al., 2004). De 
modo que tratando de identificar nuevas proteínas relacionadas con Plk1, se realizó un 
screening utilizando un ensayo de doble híbrido y así se identificó la proteína 
GRASP65 (Lin et al., 2000). GRASP65 interacciona y es sustrato de Plk1 in vitro e in 
vivo (Lin et al., 2000; Sutterlin et al., 2001; Wang et al., 2003b). Además, se demostró 
mediante ensayos in vivo la implicación directa de la quinasa en el proceso de 
fragmentación. Así, la sobreexpresión de un mutante de Plk1 inactivo o su depleción 
por ARN de interferencia inhiben la fragmentación del aparato de Golgi en un sistema 
de células NRK incubadas con extracto mitótico. Sin embargo, en este mismo sistema, 
Plk1 por sí sola, no es capaz de inducir el desensamblaje de las cisternas (Sutterlin et 
al., 2001). Sin embargo, utilizando un sistema de cisternas de aparato de Golgi de 
rata, se demostró que Plk1 es capaz de inducir, por sí sola, el desensamblaje de estas 
(Wang et al., 2003b). 
La quinasa Cdc2 es clave para diversos procesos mitóticos como la 
condensación de los cromosomas, la formación del huso mitótico y el desensamblaje 
de la envuelta nuclear (Nigg, 1995). Aparte de haberse descrito que fosforila a 
GRASP65 (Lin et al., 2000; Wang et al., 2003b; Wang et al., 2005), participa en el 
bloqueo del proceso de fusión de membranas, lo que es necesario para que el 
desensamblaje de las cisternas del aparato de Golgi en vesículas y túbulos ocurra en 
mitosis. El proceso de fusión de membranas requiere de energía en forma de ATP y, 
por lo tanto, la participación de ATPasas. Se han descrito dos rutas de ATPasas en la 
fusión de membranas: NSF (N-ethylameimide-Sensitive Factor) y VCP (Rabouille et 
al., 1995). La quinasa Cdc2 está relacionada con ambas rutas ya que fosforila a 
proteínas esenciales como GM130 y p47 (Lowe et al., 1998; Uchiyama et al., 2003). 
El transporte de vesículas se lleva a cabo utilizando distintos tipos de proteínas 
de revestimiento que facilitan la deformación de las membranas. Dentro de estas están 
las vesículas revestidas tipo COPI y tipo COP II (COP- Coat Protein). Las vesículas 
revestidas COPI están implicadas en el transporte a través del aparato de Golgi y el 
transporte retrógrado al retículo endoplasmático. Por su parte, las vesículas revestidas 
COPII participan en el transporte desde el retículo endoplasmático al aparato de Golgi 
(Figura 17A). Una vez formadas las vesículas, pierden su envoltura y se fusionan con 
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sus membranas diana mediante un proceso de anclaje y la posterior formación de los 
complejos SNARE específicos (Rothman and Warren, 1994). A continuación, la 
hidrólisis del ATP por la ATPasa NSF provocaría la fusión (Sollner et al., 1993). Se ha 
descrito que la ATPasa NSF interacciona con complejos SNARE formados por la v-
SNARE denominada GOS-28 y la t-SNARE denominada Syntaxin-5 (Rabouille et al., 
1998). Previo a la formación del complejo SNARE, se produce un proceso de anclaje 
de la vesícula con su membrana diana. En este punto del proceso, participan las 
golgins denominadas p115 y GM130. La proteína GM130 está anclada a las 
membranas del aparato de Golgi por su extremo carboxilo e interacciona por su 
extremo amino con la proteína p115 (Nakamura et al., 1995; Nakamura et al., 1997). 
La proteína p115 funciona como anclaje inicial entre las vesículas revestidas COPI (a 
través de la Giantina) y las cisternas (a través de GM130), formando un complejo 
p115-GM130-Giantina (Sonnichsen et al., 1998). En mitosis, Cdc2 fosforila a la 
proteína GM130 (Ser25) lo que impide su interacción con p115 y, por tanto, evita la 
formación del anclaje inicial, lo que lleva a que las vesículas no se fusionen y da lugar 
a una continua formación de vesículas sin su posterior fusión. Este fenómeno 
consume aproximadamente un 60% de las membranas del aparato de Golgi in vitro y 
explicaría cómo tiene lugar el proceso en mitosis (Misteli and Warren, 1994; Lowe et 





























Figura 17. A) Transporte de vesículas mediado por COPI y COPII. Las vesículas COPI están 
implicadas en el transporte a través del AG y el transporte retrógrado al RE mientras que las 
vesículas COPII participan en el transporte del RE al AG. RE- retículo endoplasmático. AG- 
aparato de Golgi. B) Implicación de la GTPasa ARF-1 en la formación de vesículas tipo COPI. 
La forma activa de ARF-1 (ARF-1-GTP) recluta subunidades proteicas para formar los complejos 
COPI y las vesículas de este tipo. Adaptado de Kirchhausen, 2000. 
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La ATPasa VCP hace uso de distintos cofactores para llevar a cabo sus 
funciones. En el caso de la fusión de membranas del aparato de Golgi, VCP funciona 
asociada a tres cofactores, p47, p37 y VCIP135, formando dos tipos de complejos: 
VCP-p47-VCIP135 y VCP-p37-VCIP135. Sin embargo, solamente se ha descrito la 
regulación de p47 en relación con la fragmentación del aparato de Golgi en mitosis 
(Kondo et al., 1997; Uchiyama et al., 2002; Uchiyama et al., 2003; Uchiyama et al., 
2006). El cofactor p47 interacciona con la proteína t-SNARE denominada Syntaxin-5, 
lo que la sitúa en las membranas del aparato de Golgi y, probablemente, sea 
responsable de la localización allí de la VCP (Rabouille et al., 1998). En mitosis, la 
quinasa Cdc2 fosforila a p47 (Ser140) y esta fosforilación tiene como consecuencia la 
deslocalización del complejo proteico VCP-p47 lo que impide los procesos de fusión 
(Uchiyama et al., 2003). 
Otro elemento importante es la GTPasa ARF-1 (ADP-Ribosylation Factor-1). La 
forma activa de ARF-1 (GTP-ARF-1) se ancla a las membranas del cis/medial-Golgi y 
se encarga de reclutar las subunidades proteicas que forman el complejo COPI 
(coatómero) para formar las vesículas de este tipo (Figura 17B). Su función en la 
fragmentación del aparato de Golgi es controvertida ya que algunos estudios sugieren 
que es necesaria su inactivación en mitosis (Altan-Bonnet et al., 2003; Altan-Bonnet et 
al., 2006) mientras que otros aseguran que es clave que permanezca activa para una 
continua formación de vesículas COPI y la consecuente fragmentación de las 
membranas en mitosis (Xiang et al., 2007; Tang et al., 2008). En un sistema in vitro 
que simula el proceso de desensamblaje/reensamblaje de las cisternas del aparato de 
Golgi, se determinó que ARF-1 y el complejo COPI eran clave para la formación de 
vesículas. Sin embargo, para reproducir un desensamblaje completo eran también 
necesarias las quinasas Cdc2 y Plk1 (Tang et al., 2008). De este modo, parece que las 
quinasas se encargan del desensamblaje de las cisternas y que la GTPasa ARF-1 y el 
complejo COPI se encargan de la fragmentación en vesículas (Misteli and Warren, 
1994; Tang et al., 2008). 
 
En metafase, el aparato de Golgi está completamente fragmentado y disperso por la 
célula (Figura 18) (Shima et al., 1998). Se han propuesto dos modelos para tratar de 
explicar el mecanismo que lleva al reparto de los fragmentos del aparato de Golgi 
entre las dos células hijas. Uno de ellos propone que el aparato de Golgi está en 
equilibrio dinámico con el retículo endoplasmático y asume que las membranas del 
aparato de Golgi son absorbidas y segregadas con el retículo endoplasmático de un 
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modo similar a la envuelta nuclear durante la mitosis (Zaal et al., 1999; Altan-Bonnet et 
al., 2006). Por otro lado, se encuentra el modelo que considera que el aparato de Golgi 
se fragmenta en vesículas y túbulos que se reparten independientemente del retículo 
endoplasmático (Pelletier et al., 2000; Jesch et al., 2001b; Shorter and Warren, 2002; 
Axelsson and Warren, 2004; Barr, 2004). Esto implica que los túbulos y vesículas 
generados de la fragmentación del aparato de Golgi permanecen independientes de 
las membranas del retículo endoplasmático durante la mitosis (Jesch et al., 2001b; 
Jokitalo et al., 2001; Axelsson and Warren, 2004; Pecot and Malhotra, 2004). Además, 
en relación con este último modelo, se piensa que es el huso mitótico el que regula el 
reparto del aparato de Golgi en mitosis (Shima et al., 1998; Jokitalo et al., 2001; Wei 
and Seemann, 2009b). 
 
c) Implicación del huso mitótico. 
La acumulación de los fragmentos y vesículas del aparato de Golgi alrededor de los 
polos del huso mitótico (Shima et al., 1998; Seemann et al., 2002; Axelsson and 
Warren, 2004; Wei and Seemann, 2009b) y la exclusión del retículo endoplasmático de 
esta región (Jesch et al., 2001b; Axelsson and Warren, 2004) apoyan el modelo de 
reparto independiente del aparato de Golgi. Además, la hipótesis de que el huso 
mitótico juega un papel fundamental en el reparto del aparato de Golgi en mitosis se 
sustenta, por un lado, en que el reparto es preciso en un modo comparable a la 
segregación de los cromosomas, que utiliza el huso mitótico para este fin, y, por otro, 
en la localización de los fragmentos y vesículas del aparato de Golgi alrededor de los 
polos del huso mitótico en metafase (Shima et al., 1998; Seemann et al., 2002; Bartz 
et al., 2008; Wei and Seemann, 2009d). De este modo, los fragmentos mitóticos del 
aparato de Golgi se distribuyen asociados al huso mitótico a lo largo de la mitosis 








Figura 18. Inmunofluorescencia de una célula A549 
en metafase. El aparato de Golgi se detecta con un 
anticuerpo para Giantina (rojo) y el ADN se detecta 
con DAPI (azul). Se observan los fragmentos mitóticos 
del aparato de Golgi alrededor de la placa metafásica. 
La barra indica 10 μm. 
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A pesar de que existían indicios del papel del huso mitótico en el reparto de los 
fragmentos del aparato de Golgi en mitosis, el trabajo clave que los relaciona 
directamente se ha llevado a cabo recientemente por Wei y Seemann que 
desarrollaron un método capaz de inducir una división celular asimétrica, consiguiendo 
que sólo una de las células hijas adquiera el huso mitótico, aunque ambas reciben 
fragmentos del aparato de Golgi (Wei and Seemann, 2009a). Los aparatos de Golgi de 
ambas células tienen función secretora. Sin embargo, en ausencia del huso mitótico 
las cisternas del aparato de Golgi permanecen dispersas por el citoplasma y no se 
llegan a conectar lateralmente (Wei and Seemann, 2009b). Esto implica que existen 
dos tipos de reparto y que, al menos, los elementos necesarios para un correcto 
reensamblaje del aparato de Golgi se reparten entre las dos células hijas asociados al 
huso mitótico (Wei and Seemann, 2009b). Además, hay que tener en cuenta que, a 
pesar de que ambas células hijas mantienen la función secretora intacta, otras 
funciones asociadas con la correcta estructura y orientación del aparato de Golgi 
podrían estar afectadas. Así, aunque Wei y Seemann no lo hayan medido en el trabajo 
realizado mediante la técnica de la división asimétrica (Wei and Seemann, 2009b), 
otros investigadores han demostrado la importancia de la estructura y localización del 
aparato de Golgi en mamíferos para funciones como, por ejemplo, la migración celular 
(Bisel et al., 2008; Yadav et al., 2009). 
 
5.3. Reensamblaje del aparato de Golgi en telofase. 
El reensamblaje del aparato de Golgi es esencialmente el proceso inverso al 
desensamblaje. En el reensamblaje del aparato de Golgi al final de la mitosis, tienen 
lugar dos fenómenos: la activación de la fusión de membranas y el reensamblaje de 
las cisternas. Además, en este proceso juegan un papel fundamental las fosfatasas, 
que son necesarias para que se reensamblen las nuevas cisternas formadas. 
 Los procesos de fusión de membranas que llevan al crecimiento de estas son 
llevados a cabo de modo secuencial por los complejos proteicos de las ATPasas NSF 
y VCP (Acharya et al., 1995; Rabouille et al., 1995; Rabouille et al., 1998). 
En la fusión dependiente de la ATPasa NSF participan las golgins p115 y 
GM130 y los complejos SNARE (GOS-28/Syntaxin-5). La proteína p115 es clave tanto 
para el crecimiento de las membranas como para el posterior reensamblaje de las 
cisternas a través de la formación de complejos GM130-p115-Giantina (Rabouille et 
al., 1995; Rabouille et al., 1998; Sonnichsen et al., 1998; Shorter and Warren, 1999). 
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En el caso de la ruta de la ATPasa VCP, se han descrito tres cofactores que 
están implicados en la fusión de membranas del aparato de Golgi en telofase: p47, 
p37 y VCIP135 (Kondo et al., 1997; Uchiyama et al., 2002; Uchiyama et al., 2006). En 
la fusión de las membranas del aparato de Golgi dependiente del cofactor p47 se 
forma un complejo transitorio VCP-p47-VCIP135 que se une a la t-SNARE 
denominada Syntaxin-5. Este complejo se disocia tras la hidrólisis del ATP por la VCP, 
permaneciendo la interacción VCP-VCIP135 (Rabouille et al., 1998; Uchiyama et al., 
2002). Además, en la dinámica del aparato de Golgi en mitosis, hay un nivel más de 
regulación por monoubiquitinación en los que p47, que une monoubiquitina, y 
VCIP135, que es una enzima deubiquitinasa, están directamente implicados (Meyer et 
al., 2002; Wang et al., 2004b). Así, se piensa que el grado de ubiquitinación del 
aparato de Golgi sirve como señal para el desensamblaje/reensamblaje de este en 
mitosis y se propone que determinadas proteínas, hasta el momento desconocidas, 
son ubiquitinadas durante la fragmentación y deubiquitinadas durante el reensamblaje 
(Wang et al., 2004b) (Figura 19). El otro cofactor que participa en los procesos de 
fusión dependientes de VCP es p37. El complejo VCP-p37-VCIP135 interacciona con 
la t-SNARE denominada GS-15. Además, al igual que en la ruta de NSF, en este 
proceso participa la proteína p115. En este caso, la actividad deubiquitinasa no es 
necesaria, ya que p37 carece de un dominio UBA. Por tanto, la actividad del complejo 
VCP-p37 no está relacionada con la ubiquitinación (Uchiyama et al., 2006). 
En cuanto a los procesos de desfosforilación, se ha demostrado que la 
fosfatasa PP2A (Bα) (Protein Phosphatase 2A) es responsable de la desfosforilación 
de las proteínas GM130 y GRASP65 (Lowe et al., 2000; Tang et al., 2008). PP2A 
funciona como un trímero in vivo que se caracteriza por su complejo catalítico (AC) y la 
unión de una subunidad reguladora. Así, se ha encontrado que la subunidad 
reguladora Bα se localiza en el aparato de Golgi y es la responsable de la 
desfosforilación de las proteínas localizadas allí (Lowe et al., 2000). Las proteínas 
GM130 y GRASP65 sufren un ciclo de fosforilación/desfosforilación que regula la 
dinámica del aparato de Golgi en división celular (Lowe et al., 2000; Wang et al., 
2003b; Tang et al., 2008). Además, se ha propuesto que otras proteínas también 
sufren este ciclo. Así, por ejemplo, p47 es fosforilada al inicio de mitosis por Cdc2 y se 
supone que se desfosforila en telofase, aunque no existen datos sobre la fosfatasa 
responsable (Uchiyama et al., 2003). 
Una vez que las membranas han crecido lo suficiente por mecanismos de 
fusión se tiene que producir el reensamblaje de las cisternas para establecer el 
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sistema continuo y apilado de membranas que es el aparato de Golgi en interfase. En 
el proceso de reensamblaje de las cisternas participan las proteínas p115, GM130, 
Giantina, GRASP55 y GRASP65 (Rabouille et al., 1995; Shorter and Warren, 1999; 
Shorter et al., 1999; Wang et al., 2008b; Xiang and Wang, 2010). p115 inicia el 
reensamblaje mediante su interacción con la proteína GM130 (una vez desfosforilada) 
y la Giantina de otra cisterna (Sonnichsen et al., 1998). Además, la fosforilación de 
p115 (Ser941) por la quinasa CKII (Casein Kinase II) o CKII-Like kinase favorece la 
interacción Giantina-GM130 y, por tanto, el reensamblaje (Dirac-Svejstrup et al., 2000). 
Por último, se produciría la oligomerización de GRASP65 en trans, para lo que es 
necesario que se haya desfosforilado por la fosfatasa PP2A (Bα) y posiblemente 
ocurra lo mismo con GRASP55 aunque no existen datos sobre su desfosforilación 




















La dinámica del aparato de Golgi en división celular es un proceso muy regulado y 
coordinado con la progresión de la mitosis y necesita de la cooperación de diversos 
elementos moleculares que incluyen quinasas, proteínas estructurales del aparato de 
Golgi, GTPasas y ATPasas, entre otros. Uno de los mecanismos clave en la 
Figura 19. Ilustración que resume los procesos y proteínas implicadas en el desen-
samblaje/reensamblaje del aparato de Golgi en mitosis. En el proceso de fragmentación del 
aparato de Golgi tienen lugar varios acontecimientos: la rotura de las uniones laterales, el 
desensamblaje de las cisternas y la fragmentación de estas hasta dar lugar a vesículas y túbulos. 
Aquí participan varias quinasas (p. ej., MEK1, Plk1 y Cdc2), la GTPasa ARF-1 y las ATPasas NSF 
y VCP. En telofase, las membranas del aparato de Golgi se fusionan y se reensamblan. En estos 
procesos participan las ATPasas NSF y VCP, la fosfatasa PP2A y proteínas de la matriz del AG. 
Además, el AG sufre un ciclo de ubiquitinación/deubiquitinación (Ub) en mitosis. AG- aparato de 
Golgi. Adaptado de Tang et al., 2008. 
Aparato de Golgi
en interfase















(ARF-1, NSF y VCP)
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regulación de la dinámica de este orgánulo es la fosforilación. Tal es la situación, que 
se han descrito diversas proteínas del aparato de Golgi que sufren un ciclo de 
fosforilación/desfosforilación que señaliza la dinámica del aparato de Golgi en división 
celular. Hasta el momento se han encontrado algunas de las quinasas implicadas, 
aunque posiblemente haya muchas más. Así, el establecimiento y caracterización de 
nuevos elementos en estas rutas de señalización ayudará a una mejor comprensión 
de los mecanismos de regulación que ocurren en este proceso. 
En la figura 19 se resumen los fenómenos que tienen lugar en la fragmentación 

















Identificar y caracterizar subpoblaciones intracelulares de 
la quinasa humana VRK1. 
 
 
Estudiar la relación de la quinasa Plk3 con VRK1 y 
analizar su implicación en la dinámica del aparato de 













































1. Características de la VRK1 endógena. 
 
1.1. Localización subcelular de VRK1. 
La quinasa VRK1 se caracteriza por una expresión ubicua en todos los tejidos y líneas 
celulares analizadas, tal y como muestran los datos de expresión de ARN mensajero 
(Nezu et al., 1997). En cuanto a su localización subcelular, inicialmente fue descrita 
como una proteína nuclear, excluida o no del nucleolo (Lopez-Borges and Lazo, 2000; 
Vega et al., 2004). Estudios posteriores aportaron datos sobre la localización de VRK1 
en tejidos donde se determinó que era nuclear en carcinoma de cabeza y cuello y en 
carcinoma de pulmón utilizando un anticuerpo policlonal (VC) para la tinción (Santos et 
al., 2006; Valbuena et al., 2007b). Para analizar más en detalle la localización 
subcelular de la quinasa VRK1, se tiñeron diferentes cortes de tejidos epiteliales 
normales, provenientes de biopsias humanas, mediante inmunohistoquímica utilizando 
dos anticuerpos diferentes, uno policlonal (VC) y otro monoclonal (1F6). En algunos de 
estos tejidos, como esófago y testículo, se observó una localización prácticamente 






Sin embargo, en la mayoría de los tejidos estudiados, se obtuvieron diferentes 
resultados según el anticuerpo utilizado. Así, el anticuerpo policlonal (VC) muestra una 
tinción principalmente nuclear, mientras que, el anticuerpo monoclonal (1F6) detecta a 
la quinasa VRK1 en el citoplasma y en algunos de los tejidos la tinción no es 
homogénea, sino que determina un agregado cercano al núcleo (Figura 21). Así, por 




Figura 20. Localización de VRK1 humana en tejidos de esófago y testículo. Se realizó tinción 
inmunohistoquímica de cortes de tejido de esófago y testículo con dos anticuerpos distintos para 
VRK1, uno monoclonal (1F6) y otro policlonal (VC). La barra indica 50 μm. 
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localizado en la zona perinuclear (Figura 21, indicado con flechas rojas), mientras que 






















Una vez determinada la localización de VRK1 a nivel de tejido, se analizó 
mediante inmunofluorescencia si en células en cultivo se observaban también distintas 
subpoblaciones de la quinasa VRK1 utilizando estos mismos anticuerpos. Para ello, se 
hicieron dobles tinciones con los anticuerpos 1F6 (en verde) y VC (en rojo) en las 
líneas celulares HeLa (adenocarcinoma de cérvix), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) 
y H1299 (cáncer de pulmón de célula no pequeña) (Figura 22). El anticuerpo policlonal 
VC identifica en las líneas celulares HeLa y H1299 una subpoblación nuclear, 
confirmando lo descrito con anterioridad (Vega et al., 2004). Sin embargo, el 
anticuerpo monoclonal 1F6 determina un agregado en el citoplasma en la zona 
perinuclear en todas las líneas celulares analizadas. Cabe resaltar que en el caso de 
la línea celular MCF-7, pese a que ambos anticuerpos identifican a la VRK1 en el 
citoplasma, sus señales no solapan. 
Figura 21. La localización de VRK1 varía según el anticuerpo utilizado en diversos tejidos. 
Se realizó tinción inmunohistoquímica de diferentes cortes de tejido con dos anticuerpos distintos 










Por tanto, la quinasa humana VRK1 se encuentra tanto en el núcleo como en el 
citoplasma y las distintas subpoblaciones se detectan utilizando diferentes anticuerpos, 
lo que sugiere que estos reconocen epítopos distintos. Además, la presencia de VRK1 
en dos contextos tan diferentes tiene importantes implicaciones biológicas en cuanto a 
sus dianas de fosforilación y las rutas de señalización en las que puede estar 
involucrada, lo que implica que su localización debe estar estrictamente regulada 




















En algunos casos, se observa a VRK1 en el nucleolo que es un orgánulo 
localizado en el núcleo cuya función es la biogénesis de los ribosomas, lo que está 
estrechamente relacionado con el crecimiento celular, la proliferación e incluso con la 
regulación del ciclo celular (Vega et al., 2004; Andersen et al., 2005; Sirri et al., 2008). 
Para analizar en más detalle esta subpoblación de VRK1, se transfectaron células 
HeLa con oligonucleótidos de ARN de interferencia específicos para VRK1 (siVRK1) u 
oligos sin diana específica como control negativo (siControl) con el fin de disminuir el 
nivel de expresión de VRK1 y comprobar el efecto sobre distintas subpoblaciones de la 
quinasa. La eficacia de los oligos para VRK1 había sido demostrada con anterioridad 
Figura 22. Localización de VRK1 en tres líneas celulares distintas. VRK1 es detectada con dos 
anticuerpos, uno policlonal (VC- rojo) y otro monoclonal (1F6- verde). El ADN se tiñó con DAPI 
(azul). Se muestra en detalle una célula para ver el solapamiento de las señales de ambos 
anticuerpos. La barra indica 20 μm. 





  62 
Resultados
(Vega et al., 2004). A continuación, las células se fijaron y se tiñeron para 











Bajo estas condiciones, se detectó la subpoblación del nucleolo con un 
anticuerpo policlonal denominado H1, tanto en células tratadas con siControl como en 
células tratadas con siVRK1 (Figura 23, indicado con flechas). Sin embargo, de las 
subpoblaciones de VRK1 detectadas con el anticuerpo H1, la población que 
permanece intacta tras cuatro días de tratamiento con siVRK1 es aquella localizada en 
el nucleolo. Esto parece indicar que la subpoblación de VRK1 asociada al nucleolo es 
más estable (al menos al tratamiento con ARN de interferencia) que las 
subpoblaciones localizadas en el nucleoplasma y en el citoplasma. La posible función 
y regulación de la quinasa VRK1 asociada al nucleolo es por el momento desconocida. 
 
1.2. El anticuerpo 1F6 identifica una subpoblación de VRK1 en el 
aparato de Golgi. 
De todas las localizaciones subcelulares encontradas para la quinasa VRK1, se 
decidió centrar el estudio en aquella detectada con el anticuerpo monoclonal 1F6 que 
determina una estructura en la zona perinuclear. Teniendo en cuenta las 
características del agregado, se pensó que podría tratarse del aparato de Golgi ya que 
este orgánulo se caracteriza en interfase por constituir un sistema continuo de 
membranas localizado en la región perinuclear del citoplasma cerca del centrosoma 
(Ladinsky et al., 1999). 
Para determinar si este era el caso, se realizaron ensayos de colocalización en 
varias líneas celulares utilizando como marcador del aparato de Golgi la proteína 
Giantina, que se caracteriza por ser una proteína integral de membrana de unos 375 
Figura 23. Localización de VRK1 respecto 
al nucleolo. Localización de VRK1 (H1- 
verde) y el ADN (DAPI- azul) en la línea 
celular HeLa. Las células fueron tratadas 
con siControl o ARN de interferencia 
específico para VRK1 durante 4 días. Las 
flechas rojas señalan el nucleolo. La barra 






KDa con un gran dominio citoplasmático y una localización en cis/medial-Golgi 



















En la figura 24, se aprecia cómo en todas las líneas celulares existe 
colocalización (señal amarilla) de la subpoblación de VRK1 (en verde) y el cis/medial-
Golgi identificado por la proteína Giantina (en rojo). A pesar de que existe un alto 
grado de colocalización, también se detecta cierta proporción de VRK1 en el 
citoplasma fuera de lo marcado como aparato de Golgi. 
Para confirmar que, efectivamente, existe una proporción de VRK1 asociada al 
aparato de Golgi se realizaron dos tipos de fraccionamiento subcelular. En un primer 
ensayo, se llevó a cabo un fraccionamiento citoplasma-membranas en el que se 
obtuvieron tres fracciones: el lisado total (L), la fracción citoplasmática (C) y la fracción 
de membranas (M) (Figura 25A). Como marcador del aparato de Golgi se usó una 
proteína de menor tamaño denominada GM130, cuyo peso molecular son 130 KDa. 
Se hizo de este modo con objeto de poder detectar ambas proteínas bajo las mismas 
condiciones de electroforesis y transferencia. Al analizar por inmunoblot la presencia 
de VRK1 en las distintas fracciones, se detectó en todas ellas, mientras que la 
proteína GM130 quedó restringida a la fracción de membranas (M). 
Figura 24. Localización de VRK1 con respecto al aparato de Golgi en varias líneas celulares. 
VRK1 se detectó con un anticuerpo monoclonal (1F6- verde) que marca la subpoblación en el 
aparato de Golgi y dicho orgánulo se detectó con un anticuerpo policlonal para Giantina (rojo). El 




VRK1 Giantina Mezcla DAPI 
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En un segundo ensayo, se realizó un fraccionamiento específico para el 
aislamiento de membranas del aparato de Golgi. Para ello, el lisado de células A549 
(carcinoma de pulmón) se sometió a un gradiente discontinuo de sacarosa (1,4 M-1,2 
M-0,8 M) del que se recogieron fracciones de 2 ml en torno a la zona correspondiente 
a la densidad del aparato de Golgi (zona 1,2 M-0,8 M de sacarosa) (Balch et al., 1984). 
A continuación, se precipitaron las fracciones y se llevó a cabo un inmunoblot para 
analizar las proteínas contenidas en las fracciones. Como se observa en la figura 25B, 
la quinasa VRK1 y la proteína K58, utilizada como marcador de las membranas del 
aparato de Golgi, son detectadas juntas en varias fracciones (fracciones 3, 4, 5, 6, 7, y 
8), que se corresponden con membranas del aparato de Golgi. Además, VRK1 















Puesto que el retículo endoplasmático se localiza en la zona perinuclear y está 
estrechamente relacionado con el aparato de Golgi, se analizó si la subpoblación de 
VRK1 identificada por el anticuerpo 1F6 tenía o no exclusivamente una localización 
asociada a membranas del aparato de Golgi. Para ello, se tiñeron células A549 con el 
anticuerpo 1F6 (en verde) y el retículo endoplamático se marcó con un anticuerpo 
frente a la proteína Calreticulina (en rojo). Como se aprecia en la figura 26, no existe 
solapamiento en la señal, lo que confirma que la localización de VRK1 observada 
mediante el anticuerpo 1F6 es del aparato de Golgi. 
Por tanto, se puede concluir que el anticuerpo 1F6 identifica por 
inmunofluorescencia una subpoblación de VRK1 asociada al aparato de Golgi y que 
Figura 25. Aislamiento de la población de VRK1 asociada al aparato de Golgi. A) 
Fraccionamiento subcelular citoplasma-membranas. Se detectó VRK1 con un anticuerpo 
policlonal (VC) y las membranas del aparato de Golgi con un anticuerpo monoclonal para GM130.  
L- Lisado total; C- Fracción citoplasmática; M- Fracción de membranas. B) Aislamiento del 
aparato de Golgi por gradiente discontinuo de sacarosa. VRK1 fue detectada con el anticuerpo 




























esta subpoblación, se detecta junto con membranas del aparato de Golgi mediante 












1.3. Localización de VRK1 a lo largo del ciclo celular. 
La división celular implica un reparto entre las dos células hijas tanto del material 
genético como de los orgánulos citoplasmáticos. Aquellos orgánulos que existen en la 
célula como una única copia (como es el caso del aparato de Golgi) se fragmentan al 
inicio de la mitosis para repartirse entre las dos células hijas y se reensamblan de 
nuevo en telofase (Shorter and Warren, 2002). 
Tratando de ir más allá en la caracterización de esta quinasa y, más 
concretamente, con respecto a la subpoblación asociada al aparato de Golgi, se llevó 
a cabo un seguimiento de su localización a lo largo del ciclo celular. 
En un primer ensayo, se tiñeron células HeLa con el anticuerpo monoclonal 
1F6 para VRK1 (en verde) y un anticuerpo policlonal para Giantina (en rojo). La 
identificación de cada fase del ciclo celular se hizo utilizando el DAPI que tiñe el ADN 
(en azul). Se decidió utilizar la línea celular HeLa ya que gran parte de los estudios 
relacionados con el aparato de Golgi y la división celular se han realizado en esta línea 
celular. 
El aparato de Golgi sufre la primera modificación al final de la fase G2, pero 
esta rotura lateral de las cisternas no es detectable por inmunofluorescencia. Ya en 
profase, las cisternas del aparato de Golgi empiezan a desensamblarse y a 
fragmentarse en vesículas y túbulos dando lugar a 35-45 fragmentos de un tamaño 
aproximado de 1-3 μm en HeLa (Shima et al., 1998). La fragmentación continúa hasta 
alcanzar su máximo en metafase, donde el tamaño de las vesículas y de los túbulos 
varía entre 0,25-1 μm (Shima et al., 1997) y da lugar a lo que se denomina el Golgi 
Figura 26. Localización de VRK1 
respecto al retículo endo-
plasmático. Localización de 
VRK1 (1F6- verde), el retículo 
endoplasmático (Calreticulina- 
rojo) y el ADN (DAPI- azul) en la 
línea celular A549. La barra indica 
5 μm. Mezcla 
VRK1 Calreticulina
DAPI
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mitotic haze, que se podría traducir como “neblina del aparato de Golgi en mitosis”, y 
que se llama así porque el grado de fragmentación de las membranas es tal, que las 
proteínas se detectan como una “neblina” alrededor de la placa metafásica (Jokitalo et 
al., 2001). A partir de aquí, al iniciarse la segregación de los cromosomas en anafase, 
las membranas del aparato de Golgi comienzan a crecer y fusionarse. Ya en telofase, 
se pueden detectar dos subpoblaciones de membranas, cada una de ellas asociada a 
uno de los polos del huso mitótico (Shima et al., 1998; Seemann et al., 2002; Wei and 
Seemann, 2009c). 
Como se observa en la figura 27A en el panel de interfase, la señal de la 
proteína VRK1 identificada con el anticuerpo 1F6 solapa casi completamente con las 
membranas del aparato de Golgi marcadas con Giantina, como se determinó en 
ensayos anteriores. Además, a lo largo de las distintas fases del ciclo celular también 
se detecta colocalización. Es decir, a medida que el aparato de Golgi va 
fragmentándose desde profase hasta metafase, se observa solapamiento de la señal 
que va desde un único agregado hasta el Golgi mitotic haze, donde la dispersión de 
VRK1 es máxima. En anafase-telofase, VRK1 comienza a reagruparse en dos claras 
subpoblaciones que rodean los polos del huso mitótico, al igual que las membranas 
del aparato de Golgi, para terminar dando lugar a un único agregado. 
Para analizar en mayor profundidad el grado de colocalización de VRK1 
respecto al aparato de Golgi, se realizó su cuantificación utilizando el programa 
ImageJ (http: rsb.info.nih.gov/ij). Se usaron tres métodos distintos: el coeficiente de 
correlación de Pearson (Rr, con valores entre -1 y +1), el coeficiente de Mander (R, 
con valores entre cero y +1) y el grado de correlación de la intensidad (ICQ, con 
valores entre -0,5 y +0,5). Ya que ninguno de los métodos es perfecto, se deben tener 
en cuenta en su conjunto. En todos los casos, una buena correlación viene dada por 
un valor máximo positivo de cada coeficiente. Como se puede ver en la figura 27B, en 
todos los casos, los valores son positivos y, en su conjunto, demuestran que la 
correlación que existe entre la distribución de VRK1 y las membranas del aparato de 
Golgi no es aleatoria. 
Posteriormente, se llevó a cabo un segundo ensayo donde se tiñeron células 
HeLa con un anticuerpo policlonal para VRK1 (VC- verde) y las membranas del 






































Figura 27. Localización de la subpoblación de VRK1 en el aparato de Golgi en el ciclo 
celular. A) Localización de VRK1 (1F6- verde), el aparato de Golgi (Giantina- rojo) y el ADN 
(DAPI- azul) en las distintas fases del ciclo celular. La barra indica 5 μm. B) Medida cuantitativa del 
grado de colocalización de VRK1 y el aparato de Golgi a lo largo del ciclo celular. Rr- coeficiente 
de correlación de Pearson; R- coeficiente de Mander; ICQ- grado de correlación de la intensidad. 
Se indican los valores obtenidos para las imágenes del apartado A. 
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Como se puede observar en la figura 28, la subpoblación de VRK1 detectada 
con el anticuerpo VC en interfase es nuclear (Vega et al., 2004) y no solapa su señal 
con el aparato de Golgi ni en interfase ni a lo largo de la mitosis. De hecho, en 
metafase, tanto VRK1 como la señal de las membranas del aparato de Golgi están 
completamente difuminadas y, aún así, no colocalizan. En telofase, se vuelve a 
distinguir VRK1 en su localización nuclear, mientras que el aparato de Golgi se va 



















2. VRK1 y Plk3. 
 
Hasta ahora se han descrito proteínas diana de VRK1 que la sitúan en diferentes rutas 
de señalización. Dentro de estos sustratos están, por ejemplo, p53, ATF-2, c-Jun y 
BAF (Lopez-Borges and Lazo, 2000; Sevilla et al., 2004a; Sevilla et al., 2004b; Nichols 
et al., 2006). Sin embargo, para una mejor comprensión de la función biológica de esta 
quinasa, además de conocer sus sustratos, es necesario identificar sus reguladores. 
Además, considerando los diferentes patrones de localización subcelular observados, 
quizás la determinación de proteínas upstream de VRK1, permita la identificación de 
funciones asociadas a dichas localizaciones. Por ello, uno de los objetivos de este 
Figura 28. Localización de la subpoblación de VRK1 nuclear respecto al aparato de Golgi en 
el ciclo celular. Localización de VRK1 (VC- verde), el aparato de Golgi (GM130- rojo) y el ADN 
(DAPI- azul) en distintas fases del ciclo celular. La barra indica 5 μm. 




Telofase - G1 
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trabajo fue la búsqueda de proteínas situadas por encima de VRK1 susceptibles de 
regularla e implicarla en nuevas rutas de señalización. Por esta razón, se decidió 
hacer uso de un programa de predicción de secuencias consenso denominado ELM 
(Eukaryotic Linear Motif) (Puntervoll et al., 2003). 
 
2.1. Análisis de la secuencia de VRK1 por ELM. 
El programa ELM es una herramienta bioinformática que identifica posibles motivos 
funcionales no globulares de secuencia corta. Este tipo de motivos son clave en las 
proteínas para determinar interacciones proteína-proteína, regulación por fosforilación, 
acetilación y otras modificaciones postraduccionales. Cuenta con una serie de filtros 
para disminuir el número de falsos positivos. Uno de ellos es un filtro de dominios 
globulares identificados mediante las bases de datos SMART y Pfam (Bateman et al., 
2002; Letunic et al., 2002). Así, todas aquellas secuencias identificadas dentro del 
dominio globular de la proteína analizada son descartadas, ya que la posibilidad de 
que sean funcionales es baja (Puntervoll et al., 2003). 
En la figura 29 se muestra un resumen de los resultados obtenidos tras el 
análisis de la secuencia de aminoácidos de VRK1 mediante el programa ELM. 
Dentro de los motivos consenso obtenidos hay dominios de interacción de 
proteínas, como, por ejemplo, una secuencia de unión a ciclinas (LIG_CYCLIN1). Sin 
embargo, para tener en consideración este motivo funcional se tendría que haber 
identificado también una secuencia de fosforilación por CDKs (MOD_CDK). También 
hay dos tipos de secuencia consenso de ligando que interaccionan con dominios SH2 
(LIG_SH2_GRB2 y LIG_SH2_STAT5). Los dominios SH2 se caracterizan por 
reconocer e interaccionar con pequeñas secuencias consenso de proteínas ligando 
que tienen tirosinas fosforiladas. Por último, se predicen dos secuencias consenso de 
ligando más: LIG_PDZ3 y LIG_FHA. La primera es reconocida por dominios PDZ 
(clase III) y la segunda por dominios FHA-1. En este último caso, aquellas proteínas 
que contienen dominios FHA-1 reconocen e interaccionan con secuencias consenso 
de proteínas ligando que tienen una treonina fosforilada. 
El análisis de VRK1 también predijo dos secuencias señal (TRG ENDOCYTIC 
2 y TRG LysEnd APsAcLL1) y varias secuencias consenso de modificaciones 
postraduccionales (MOD_CK2 _1, MOD _PKA _2, MOD _PLK y MOD _SUMO). 
Teniendo en cuenta que se buscaban posibles reguladores de VRK1, se 
consideraron de especial interés las secuencias consenso obtenidas para 
modificaciones postraduccionales. Además, resultados obtenidos por proteómica, que 
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se explicarán más adelante, junto con los resultados relacionados con el patrón de 
localización de la quinasa VRK1, hicieron posible restringir el estudio en torno a la 

























La familia de quinasas humanas Plk es bien conocida por sus diversas 
funciones en proliferación y ciclo celular (Barr et al., 2004). Está formada por cuatro 
miembros: Plk1, Plk2, Plk3 y Plk4. De todos ellos, se decidió centrar el estudio en 
Plk3, principalmente, por dos motivos: la identificación de Plk3 como proteína 
candidata a interaccionar con VRK1 mediante técnicas proteómicas y la existencia de 
una subpoblación de Plk3 asociada al aparato de Golgi tanto en interfase como en 
mitosis (Dai et al., 2002b; Ruan et al., 2004; Xie et al., 2004), tal y como ocurre con 
Figura 29. Análisis de la secuencia de la quinasa humana VRK1 mediante el programa ELM. 
La secuencia de aminoácidos de VRK1 fue analizada mediante el programa ELM 
(http://elm.eu.org/). En la tabla se resumen los resultados obtenidos indicando el nombre 
específico en ELM, la posición de la secuencia consenso en VRK1, la secuencia consenso y una 
breve descripción del motivo funcional. 
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sitio de fosforilación por PKA 
 
MOD_PLK LDLSVVE 339-345 sitio de fosforilación de quinasas Plk 
TRG_ENDOCYTIC 
2 YENL 317-320 
señal basada en tirosina de proteínas de 
membrana responsable de la interacción 
con la subunidad mu del complejo 
adaptador AP que marca la ruta de 
transporte intracelular y su destino final 
TRG_LysEnd 
APsAcLL_1 ETVKLL 304-309 
señal de internalización de proteínas 
transmembrana tipo I responsable de la 
interacción con complejos de proteínas 
adaptadoras tipo AP o GGAs 
LIG_SH2_STAT5 YTEK 311-314 dominio de unión STAT5 Src Homology 2 (SH2) 




VRK1. De hecho, se pensó que quizás la quinasa Plk3 podría aportar alguna clave 
sobre la posible función de VRK1 en el aparato de Golgi. 
En el análisis de la secuencia de VRK1, además de la secuencia consenso 
para la familia Plk mostrada en la figura 29, se identificó otra que se descartó por 
localizarse dentro del dominio globular de VRK1, que abarca aproximadamente lo que 
es el dominio quinasa de la proteína VRK1 (aminoácidos 35-275). 
 
2.2. Identificación de Plk3 como proteína candidata a interaccionar 
con VRK1 mediante técnicas proteómicas. 
En paralelo a este estudio, se estaba llevando a cabo en el laboratorio una 
aproximación experimental basada en la purificación de complejos de proteínas e 
identificación de las proteínas asociadas mediante espectrometría de masas (Monti et 
al., 2005). Para ello, se utilizó un vector de expresión en eucariotas pCEFL-GST-VRK1 
que expresa la proteína VRK1 fusionada a GST y como control del ensayo el 
correspondiente vector vacío pCEFL-GSTØ. Los dos vectores fueron transfectados en 
la línea celular HEK293T (carcinoma de riñón) y, a continuación, se precipitaron 
(Pulldown) los complejos proteicos asociados a VRK1 mediante la resina Glutathion 
Sepharose, que se caracteriza por su afinidad por la GST de las proteínas de fusión. 
Este precipitado de proteínas se resolvió mediante electroforesis bidimensional. Para 
la separación de la mezcla de proteínas en la primera dimensión se utilizó el 
isoelectroenfoque, usando un gradiente de pH 3-10 no lineal y, en la segunda 
dimensión, un gel SDS-PAGE al 10% de acrilamida. Como resultado de la 
electroforesis bidimensional, las proteínas aparecen en el gel en forma de manchas 
circulares o spots. La selección de los spots se hizo comparando el gel de la muestra 
de interés (pCEFL-GST-VRK1) respecto del control (pCEFL-GSTØ). La identificación 
de los spots seleccionados, que serían posibles proteínas candidatas a interaccionar 
con VRK1, se realizó mediante el análisis de su huella peptídica (conjunto de péptidos 
generados mediante la digestión del spot con una proteasa), por espectrometría de 
masas utilizando un espectrómetro de masas MALDI-TOF. 
Uno de los spots seleccionados (nº17), se identificó mediante su huella 
peptídica como la quinasa humana Plk3. En la figura 30A se muestra el fragmento de 
gel correspondiente a la región del spot seleccionado que se identificó como Plk3 
(panel derecho). Como se puede apreciar, este spot existe en el gel de la muestra de 
interés (GST-VRK1) y no se detecta en el control correspondiente (GSTØ). Este spot 
fue digerido con tripsina, lo que generó un conjunto de péptidos (huella peptídica) que 
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se analizó mediante MALDI-TOF, generando un espectro de valores de masa 
experimentales (m/z) (Figura 30B). De los valores obtenidos, nueve fueron utilizados 
para la identificación de la proteína mediante el buscador MASCOT y solamente cuatro 
(número mínimo requerido para una asignación) fueron asignados a valores de masa 
de péptidos teóricos de Plk3. En el espectro (Figura 30B) se indica a qué picos 
corresponden los valores de masa (m/z) asignados. También se muestra la secuencia 
y posición de los péptidos. Los péptidos asignados corresponden a un 10% de la 


























 En este estudio proteómico el buscador utilizado para la identificación de spots 
fue MASCOT (Perkins et al., 1999) y los parámetros establecidos asignaron que un 
Figura 30. Identificación de Plk3 mediante técnicas proteómicas. A) Pulldown de proteínas 
asociadas a VRK1. Se transfectaron células HEK293T con 8 μg de pCEFL-GST-VRK1 y 2 μg de 
pCEFL-GSTØ  como control. 48 horas después, se precipitaron las proteínas asociadas a VRK1 
con la resina Glutathion Sepharose. Este precipitado se resolvió por electroforesis bidimensional. 
El spot seleccionado (en azul) fue más tarde identificado como Plk3. B) Espectro de masas y 
péptidos asignados del spot seleccionado. Se muestra el espectro de masas obtenido y se 
señalan los péptidos del espectro que fueron asignados como péptidos teóricos de Plk3. Se indica 
el valor de la masa experimental (m/z), la secuencia de aminoácidos y la posición de los péptidos. 
C) Cobertura de la secuencia de Plk3. Se indica la posición exacta de los péptidos obtenidos en 
la secuencia de aminoácidos de Plk3 (subrayado y en azul). 
MEPAAGFLSP RPFQRAAAAP APPAGPGPPP SALRGPELEM LAGLPTSDPG RLITDPRSGR TYLKGRLLGK 
GGFARCYEAT DTETGSAYAV KVIPQSRVAK PHQREKILNE IELHRDLQHR HIVRFSHHFE DADNIYIFLE 
LCSRKSLAHI WKARHTLLEP EVRYYLRQIL SGLKYLHQRG ILHRDLKLGN FFITENMELK VGDFGLAARL 
EPPEQRKKTI CGTPNYVAPE VLLRQGHGPE ADVWSLGCVM YTLLCGSPPF ETADLKETYR CIKQVHYTLP
ASLSLPARQL LAAILRASPR DRPSIDQILR HDFFTKGYTP DRLPISSCVT VPDLTPPNPA RSLFAKVTKS 
LFGRKKKSKN HAQERDEVSG LVSGLMRTSV GHQDARPEAP AASGPAPVSL VETAPEDSSP RGTLASSGDG 
FEEGLTVATV VESALCALRN CIAFMPPAEQ NPAPLAQPEP LVWVSKWVDY SNKFGFGYQL SSRRVAVLFN 
DGTHMALSAN RKTVHYNPTS TKHFSFSVGA VPRALQPQLG ILRYFASYME QHLMKGGDLP SVEEVEVPAP 






























































score inferior a 54 no es estadísticamente significativo. Es decir, la identificación de 
Plk3 como proteína que interacciona con VRK1, bajo estas condiciones 
experimentales y metodológicas, no es estadísticamente significativa. 
Sin embargo, teniendo en cuenta los datos obtenidos en el análisis de la 
secuencia de VRK1 por el programa ELM y las similitudes en la localización subcelular 
de Plk3 con respecto a VRK1, se decidió continuar con el estudio de la posible relación 
entre las quinasas VRK1 y Plk3. 
 
2.3. La quinasa Plk3 fosforila a VRK1 en serina 342. 
Tanto VRK1 como Plk3 son serina/treonina quinasas con una alta tasa de 
autofosforilación (Lopez-Borges and Lazo, 2000; Bahassi el et al., 2002). Además, la 
predicción de una secuencia consenso de fosforilación en VRK1 para proteínas Plk 
hizo pensar que la manera más inmediata de determinar si existía alguna relación 
entre ambas quinasas sería realizando un ensayo quinasa in vitro en presencia de [γ-
32P] ATP y proteínas purificadas unidas a GST. 
Para ello, se utilizaron proteínas purificadas silvestres y mutantes sin actividad 
quinasa de ambas proteínas. Además, se incluyó un mutante no fosforilable en la 
serina 342 (VRK1K179E/S342A), ya que ese es el residuo predicho como diana de la 
familia Plk en la secuencia consenso fuera del dominio globular de VRK1 (ver figura 
32). 
En la figura 31A (panel superior), se muestra la autorradiografía (32P) donde se 
detecta la autofosforilación de las quinasas silvestres (carriles 1 y 2) y la ausencia de 
actividad quinasa de los mutantes inactivos (carriles 6 y 7). Estos mutantes deben su 
inactividad a la sustitución de una lisina clave para la funcionalidad del dominio de 
unión al ATP típico de las proteínas quinasas (Hanks and Hunter, 1995). Mediante 
este ensayo quinasa, se determinó que, por un lado, VRK1 no fosforila a Plk3 (carril 3), 
ya que no se detecta señal a la altura de la quinasa Plk3 inactiva (Plk3K52R) en 
presencia de VRK1, y que, sin embargo, la quinasa VRK1 es sustrato de Plk3 (carril 
4). Además, se identificó el residuo diana, que resultó ser la serina 342 (carril 5), ya 
que la señal de fosforilación a la altura de VRK1 desaparece al sustituir la serina en 
esa posición por una alanina. En la figura 31B se muestra la cuantificación de la 
fosforilación de VRK1 por Plk3 normalizada respecto al nivel de proteína de VRK1 en 
el Coomassie de la figura 31A. 
A continuación, se realizó un ensayo específico para comprobar que, 
efectivamente, la quinasa Plk3 no era sustrato de VRK1 (Figura 31C). Se usaron 
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varias cantidades del mutante inactivo de Plk3 (Plk3K52R), frente a una cantidad 
constante de VRK1 silvestre. Como control positivo del ensayo se utilizó la proteína 
p53, que es un sustrato bien establecido de VRK1 (Lopez-Borges and Lazo, 2000; 
Vega et al., 2004). En ningún caso se detecta fosforilación de Plk3 por VRK1, mientras 
que se observa claramente cómo VRK1 fosforila a p53 (Figura 31C, primer carril). Los 






























Figura 31. Fosforilación de VRK1 en S342 por Plk3. A) Ensayo quinasa in vitro para determinar 
el orden de fosforilación entre VRK1 y Plk3. Se utilizaron las proteínas de fusión GST-VRK1, VRK1 
sin actividad quinasa (VRK1K179E) o el doble mutante VRK1K179E/S342A incapaz de ser fosforilado en 
serina 342. La proteína de fusión GST-Plk3 se usó silvestre o un mutante simple sin actividad 
quinasa (Plk3K52R). B) Cuantificación de la fosforilación relativa de VRK1. Se realizó para los 
puntos clave en el apartado A (carriles 2, 4 y 5). C) VRK1 no fosforila a Plk3. Ensayo quinasa in 
vitro dosis creciente de la proteína de fusión GST-Plk3K52R y VRK1 silvestre constante. Como 
control positivo del ensayo se utilizó GST-p53 (aa 1-85). D) Plk3 transfectada e 
inmunoprecipitada fosforila a VRK1. Se transfectaron células HEK293T con 5 μg de pCEFL-
GST-Plk3. Se realizó una inmunoprecipitación con un anticuerpo específico para GST y se llevó a 
cabo un ensayo quinasa in vitro usando como sustrato la proteína de fusión GST-VRK1K179E. IB- 
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Por último, se realizó un ensayo quinasa utilizando la proteína Plk3 
inmunoprecipitada (IP) de células y como sustrato VRK1K179E purificada (Figura 31D). 
Para ello, se transfectó la línea celular HEK293T con una construcción de GST-Plk3. 
Esta proteína fue inmunoprecipitada con un anticuerpo frente a GST y se utilizó en el 
ensayo quinasa in vitro. La quinasa GST-Plk3 es activa, como muestra su señal de 
autofosforilación y es capaz de fosforilar a VRK1K179E (Figura 31D, 32P). Como control 
del ensayo se realizó una inmunoprecipitación inespecífica con un anticuerpo 
monoclonal anti-FLAG donde no se detecta fosforilación de VRK1K179E. Los niveles de 
proteína se comprobaron por inmunoblot. 
Estos resultados indican que VRK1 es fosforilada en la serina 342 por la 
quinasa Plk3. Este residuo se encuentra en la región carboxilo terminal de VRK1, que 
se predice como una región flexible y con una posible función reguladora de la quinasa 
(Lopez-Borges and Lazo, 2000). Por lo tanto, cabe pensar que dicha fosforilación 
puede inducir un cambio sobre la actividad de la quinasa VRK1. 
 
2.4. Plk3 no fosforila a otras proteínas VRK. 
El análisis de la secuencia del resto de las proteínas VRK mediante el programa de 
predicción de posibles motivos funcionales (ELM) identificó sitios de fosforilación para 

















Figura 32. Esquema que muestra los motivos consenso de fosforilación por la familia Plk en 
las proteínas VRK. Las secuencias de aminoácidos de las proteínas VRK1 (AA19108), VRK2 
(AB000450) y VRK3 (BC095449) fueron analizadas mediante el programa ELM. En todas ellas se 
encontraron motivos consenso para la familia Plk. Se muestran las secuencias consenso fuera del 
dominio globular (rojo) y también la descrita dentro de él para VRK1 (verde). En azul se representa 
el dominio quinasa. Además, para VRK1 se especifica la secuencia de aminoácidos con respecto a 
la secuencia consenso para la familia Plk. X- cualquier aminoácido; ɸ- aminoácido hidrofóbico. 
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Como se muestra en el esquema, todas las proteínas VRK podrían ser 
susceptibles de ser sustrato de la familia Plk, ya que tanto las dos isoformas de VRK2 
(VRK2A y VRK2B) como la pseudoquinasa VRK3 presentan en su secuencia un 
posible motivo funcional de fosforilación por las quinasas Plk accesible a estas, ya que 
se encuentran fuera del dominio globular de cada una de ellas que abarca 
aproximadamente, lo que es el dominio quinasa (Figura 32, en azul). 
Para determinar si alguna otra proteína VRK era sustrato de Plk3, se realizaron 
ensayos quinasa in vitro en presencia de [γ-32P] ATP, Plk3 y cada una de las proteínas 























Como se aprecia en los distintos ensayos de la figura 33, en ninguno de los 
casos se observa incorporación de radiactividad a la altura de las distintas proteínas 
utilizadas como sustrato: VRK2AK169E, VRK2BK169E y VRK3. Tanto de VRK2A como de 
VRK2B se utilizaron mutantes sin actividad quinasa, ya que, al igual que VRK1, se 
Figura 33. Plk3 no fosforila a VRK2A, VRK2B ni VRK3. Se realizó un ensayo quinasa in vitro 
utilizando como sustratos de Plk3 las proteínas sin actividad quinasa GST-VRK2AK169E (panel 
superior) y GST-VRK2BK169E (panel intermedio). En el caso de VRK3, al tratarse de una 
pseudoquinasa, no fue necesaria la utilización de un mutante inactivo (panel inferior). La 
incorporación de la radiactividad se muestra en las autorradiografías (32P). Se muestran los niveles 
de proteína en el Coomassie y/o inmunoblot (IB). 
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caracterizan por una alta tasa de autofosforilación (Nichols and Traktman, 2004). En el 
caso de VRK3 no fue necesaria la utilización de un mutante sin actividad quinasa ya 
que debido a la sustitución de aminoácidos clave en su dominio quinasa es inactiva 
(Nichols and Traktman, 2004; Scheeff et al., 2009). 
De estos ensayos, se puede concluir que Plk3 no es capaz de fosforilar a 
ningún otro miembro de la familia VRK y que, por lo tanto, la quinasa Plk3 fosforila 
específicamente a la quinasa VRK1, situándose upstream de ella. 
 
2.5. La quinasa Plk1 no fosforila a VRK1. 
La quinasa Plk1 también tiene funciones asociadas a una localización subcelular 
relacionada con el aparato de Golgi (Lin et al., 2000; Sutterlin et al., 2001). Por ello, se 
quiso descartar que Plk1 fuera también una quinasa upstream de VRK1. 
Se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro en presencia de [γ32-P] ATP, la 
quinasa Plk1 inmunoprecipitada de células y como sustrato VRK1K179E purificada 
(Figura 34). Para ello, se transfectó la línea celular HEK293T con una construcción 
constitutivamente activa de Plk1 (Plk1T210D), donde su treonina 210 fue sustituida por 
aspártico, lo que mimetiza la fosforilación de dicho residuo. Para muchas quinasas, la 
fosforilación directa en el loop de activación provoca su activación (Nolen et al., 2004). 














Tras la transfección, se inmunoprecipitó la quinasa Plk1 con un anticuerpo 
específico frente al epítopo MYC y, como control del ensayo, se hizo en paralelo una 
Figura 34. La quinasa Plk1 no fosforila a VRK1. La línea celular HEK293T fue transfectada con 
1 μg de pRc-CMV-Plk1T210D. 36 h después, Plk1 fue inmunoprecipitada con un anticuerpo 
específico para el epítopo MYC y se realizó un ensayo quinasa in vitro utilizando como sustrato la 
proteína purificada GST-VRK1K179E.La proteína Plk1 inmunoprecipitada se detectó por inmunoblot 
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inmunoprecipitación inespecífica con FLAG (Figura 34, primer carril). Los niveles de 
proteína se corroboraron por inmunoblot y tinción con Ponceau. 
Como se observa en la autorradiografía (32P), la quinasa Plk1 presenta una 
fuerte autofosforilación y, sin embargo, no se detecta fosforilación sobre VRK1K179E. 
 Teniendo en cuenta todos los ensayos quinasa realizados y los resultados 
obtenidos, se puede concluir que la quinasa VRK1 es fosforilada únicamente por Plk3, 
que el residuo diana es la serina 342 y que, además, la quinasa Plk3 no tiene como 
sustrato a ningún otro miembro de la familia de quinasas VRK. 
 
2.6. La sobreexpresión de Plk3 provoca un incremento de la 
actividad de VRK1 endógena. 
Los resultados obtenidos identifican a Plk3 como la primera quinasa descrita upstream 
de VRK1. Se ha determinado que, en efecto, VRK1 es sustrato de Plk3 in vitro (Figura 
31A y D). Por lo tanto, el siguiente paso sería examinar si dicha fosforilación tiene 
algún efecto sobre la actividad quinasa de VRK1 in vivo. 
Para ello, se llevó a cabo un ensayo en el cual se transfectó Plk3 en células 
HEK293T. A continuación, la proteína VRK1 endógena fue inmunoprecipitada de estas 

















Figura 35. Actividad de VRK1 tras la sobreexpresión de Plk3. La línea celular HEK293T fue 
transfectada con 5 μg de pCEFL-AU5-Plk3 o el vector vacío pCEFL-HAØ. Los extractos celulares 
se analizaron por inmunoblot (panel izquierdo) y los niveles de proteína transfectada (Plk3) o 
endógena (VRK1) fueron detectados con anticuerpos específicos. Estos extractos fueron usados 
para inmunoprecipitar la quinasa VRK1 endógena y, a continuación, se llevó a cabo un ensayo 
quinasa in vitro (panel derecho). Los niveles de proteína inmunoprecipitados se detectaron por 
































Tras comprobar que los niveles de proteína de VRK1 no se veían afectados por 
Plk3 (Figura 35, panel izquierdo), se quiso determinar la actividad quinasa de esa 
VRK1 endógena. Así, se llevó a cabo una inmunoprecipitación con un anticuerpo 
específico para VRK1 (VC) y se realizó un ensayo quinasa con ATP radiactivo. Como 
se aprecia en la figura 35 (panel derecho), tras la sobreexpresión de Plk3, la actividad 
de VRK1, medida a través de su nivel de autofosforilación, sufre un incremento. Como 
control de la transfección, se usó un vector vacío (pCEFL-HAØ) y se determinó que la 
transfección en sí misma no tiene ningún efecto sobre la actividad de la proteína VRK1 
endógena. Además, como control de la propia inmunoprecipitación se hizo en paralelo 
una inespecífica con el anticuerpo AU1. 
Este resultado sugiere que la quinasa Plk3 regula positivamente a VRK1 in vivo 
y, dicha regulación, suponemos que sería mediante la fosforilación en la serina 342 de 
VRK1, como ya ha sido descrito en los apartados anteriores. 
 
2.7. Colocalización de las quinasas VRK1 y Plk3. 
La localización subcelular de VRK1 es muy variada: se encuentra en el núcleo, 
excluida o no del nucleolo y en el citoplasma, asociada o no con el aparato de Golgi. 
Así mismo, la localización subcelular de Plk3 también es muy diversa. Algunos autores 
la describen en el córtex celular y en el surco de segmentación en citocinesis (Conn et 
al., 2000). Otros estudios la sitúan en los centrosomas en interfase y en los polos del 
huso mitótico en mitosis (Dai et al., 2002b; Wang et al., 2002). Además, también se ha 
descrito en el núcleo, en el nucleolo y en el citoplasma, asociada o no con el aparato 
de Golgi (Dai et al., 2002b; Wang et al., 2007; Zimmerman and Erikson, 2007b). 
Para comprobar si existía colocalización de las proteínas VRK1 y Plk3, se 
analizó la localización subcelular de ambas. Para ello, se realizaron dobles tinciones 
utilizando las líneas celulares HEK293T y A549, dos anticuerpos distintos para VRK1 
(VE1 y 1F6) que identifican dos subpoblaciones citoplasmáticas diferentes y, en 
ambos casos, la quinasa Plk3 transfectada (Figura 36). 
La línea celular HEK293T se transfectó con HA-Plk3 (Figura 36A), 
detectándose Plk3 con un anticuerpo monoclonal para el epítopo HA (rojo), mientras 
que VRK1 se identificó con un anticuerpo policlonal (VE1-verde). Por otro lado, la línea 
celular A549 (Figura 36B) se transfectó con FLAG-Plk3, detectándose esta con un 
anticuerpo policlonal para el epítopo FLAG (rojo), mientras que para la proteína VRK1 
endógena se utilizó el anticuerpo monoclonal 1F6 (verde), que identifica 
principalmente la subpoblación asociada al aparato de Golgi. 
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Tanto en HEK293T como en A549 se observa cierto grado de colocalización. 
En el caso de la línea celular HEK293T, VRK1 se observa en el núcleo y en el 
citoplasma en forma de gránulos y es ahí donde solapa la señal de ambas quinasas. 
En la línea celular A549, el patrón es distinto. VRK1 se detecta homogénea en el 
núcleo y en un agregado perinuclear (aparato de Golgi) en el citoplasma. Aquí también 
colocalizan ambas quinasas en los gránulos citoplasmáticos. Estos datos sugieren 
que, al menos una subpoblación de ambas proteínas, puede estar formando un 
complejo intracelular particulado. 
En la tabla se muestra la cuantificación del grado de colocalización para ambas 
proteínas en las dos líneas celulares. Dados los valores obtenidos, se puede concluir 

































Figura 36. Colocalización de VRK1 endógena y Plk3 sobreexpresada. A) Colocalización 
específica de HA-Plk3 (3 μg) expresada exógenamente en HEK293T, detectada con un anticuerpo 
monoclonal anti-HA (rojo) y la proteína VRK1 endógena detectada con un anticuerpo policlonal 
(verde). B) Colocalización específica de FLAG-Plk3 (3 μg) expresada exógenamente en A549, 
detectada con un anticuerpo policlonal anti-FLAG (rojo) y la proteína VRK1 endógena detectada 
con un anticuerpo monoclonal (verde). El ADN se tiñó con DAPI (azul). La barra indica 50 μm. Se 
muestra una tabla con los datos cuantitativos de la colocalización. Rr- coeficiente de correlación de 
Pearson; R- coeficiente de Mander; ICQ- grado de correlación de la intensidad. 
 81 
Resultados
2.8. Análisis de la interacción VRK1-Plk3. 
 
2.8.1. VRK1 no forma complejos proteicos de alto peso molecular. 
Los resultados obtenidos por proteómica (Figura 30) apuntaban la posibilidad de que 
VRK1 y Plk3 pudieran interaccionar. Por otro lado, tratando de profundizar en las 
características específicas de la quinasa VRK1 y considerando que en otros estudios 
del laboratorio se había identificado VRK2 como parte de complejos de alto peso 
molecular (Blanco et al., 2007; Blanco et al., 2008), se quiso analizar si VRK1, bajo las 
mismas condiciones que VRK2, también formaba parte de complejos proteicos de 
medio y alto peso molecular. Para ello, se realizó una cromatografía de exclusión por 
tamaño, utilizando células HEK293T y analizando la distribución de la proteína VRK1 











En el ensayo se recogieron fracciones de 200 μl y las proteínas presentes en 
ellas se precipitaron mediante tricloroacético. A continuación, se cargaron las 
fracciones impares en geles SDS-PAGE del 10% de acrilamida. Como se muestra en 
la figura 37, se utilizó una mezcla de marcadores de peso molecular de 17-670 KDa, 
aunque las fracciones muestran un rango más amplio. 
La quinasa VRK1 tiene un peso molecular de 49 KDa. Por lo tanto, las 
fracciones de bajo peso molecular (fracciones 61, 63 y 65) en las que se observa 
corresponderían a monómeros de VRK1 y/o a complejos de VRK1 con proteínas de 
muy bajo peso molecular. Además, también se detecta en fracciones intermedias 
(fracciones 57 y 59) en torno a 100-120 KDa, que podrían corresponder a dímeros. Por 
su parte, la quinasa Plk3, bajo estas condiciones, solamente se detecta en fracciones 
intermedias (fracciones 53, 55 y 57), pese a haberse descrito en algunos estudios en 
fracciones de hasta 600 KDa (Bahassi el et al., 2002; Bahassi el et al., 2004). El peso 
Figura 37. La quinasa VRK1 aparece en fracciones de medio-bajo peso molecular. Se 
utilizaron 3 mg de extracto de células HEK293T. Este extracto fue sometido a un ensayo de 
cromatografía de exclusión por tamaño, en el que se recogieron fracciones de 200 μl. Las 
proteínas se detectaron mediante inmunoblot con anticuerpos específicos para VRK1 y Plk3. Se 
muestra el lisado total (panel derecho). 
Fracción 45 47 49 51 53 55 57 5929 31 33 35 37 39 41 43 61 63 65 67 69 71 73 75 Li
sa
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molecular de Plk3 son 70 KDa, por tanto, parece que la proteína Plk3 que se está 
detectando en estas fracciones no es en forma de monómero. Tanto VRK1 como Plk3, 
eluyen juntas en la fracción 57, lo que podría estar indicando que forman un 
heterodímero de unos 120 KDa. 
A diferencia de lo descrito para VRK2 (Blanco et al., 2007; Blanco et al., 2008), 
la quinasa VRK1 no forma complejos de alto peso molecular, ya que en las fracciones 
correspondientes (fracciones 29-43) no se detecta señal de VRK1. 
 
2.8.2. Interacción de las proteínas VRK1 y Plk3 in vivo. 
Una vez que se determinó que, efectivamente, hay una subpoblación de ambas 
quinasas colocalizando en el citoplasma (Figura 36) y que eluyen juntas (Figura 37), 
se quiso comprobar si las proteínas endógenas interaccionaban in vivo. Lo primero fue 
analizar los niveles de expresión de ambas proteínas en un panel de líneas celulares 
(Figura 38A). Para ello, se utilizaron cultivos asincrónicos y anticuerpos específicos 
para VRK1 y Plk3. Se determinó que en H1299, A549, HEK293T, MCF-7 y WS1 
(fibroblasto normal de piel) los niveles de expresión son semejantes para ambas 
proteínas. Sin embargo, en U-2OS (osteosarcoma) es mayor el nivel de expresión de 
Plk3, mientras que en las líneas celulares HeLa, Jurkat (leucemia linfoide T aguda) y 
Cos1 (fibroblasto de riñón de mono verde) es la quinasa VRK1 la que se expresa en 
mayor medida. 
Para confirmar la interacción de ambas quinasas se realizó un ensayo de 
coinmunoprecipitación de las proteínas endógenas utilizando extracto de células 
HEK293T. La proteína VRK1 se inmunoprecipitó con un anticuerpo monoclonal (1F6) y 
la proteína Plk3 precipitada fue detectada por inmunoblot con un anticuerpo específico 
policlonal (Figura 38B). Como control se realizó una inmunoprecipitación con un 
anticuerpo inespecífico del mismo isotipo sin ninguna diana endógena (α−FLAG). 
Como se aprecia en la figura 38B, Plk3 se detectó en el precipitado de VRK1 pero no 
en el control con el anticuerpo anti-FLAG. La proporción de Plk3 que interacciona con 
VRK1 es aproximadamente un 4%, lo que implica que la interacción tiene lugar entre 
subpoblaciones de ambas quinasas. No se pudo realizar una inmunoprecipitación 
recíproca porque los anticuerpos para Plk3 no funcionan en esta técnica. 
Para demostrar firmemente la interacción entre VRK1 y Plk3 se realizaron dos 
aproximaciones más. En primer lugar, teniendo en consideración los problemas 
técnicos para inmunoprecipitar la quinasa Plk3 endógena, se realizaron 
inmunoprecipitaciones recíprocas utilizando proteínas transfectadas en células 
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HEK293T (Figura 39A). De este modo, se transfectaron los vectores pCEFL-HA-VRK1, 
pCEFL-FLAG-Plk3 o ambos. Una vez comprobados los niveles de expresión de las 
proteínas, se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones recíprocas usando para precipitar 
VRK1 un anticuerpo monoclonal anti-HA (Figura 39A, panel izquierdo) y, para 
precipitar Plk3, un anticuerpo policlonal anti-FLAG (Figura 39A, panel derecho). Las 
proteínas asociadas al precipitado se detectaron, en cada caso, con el anticuerpo 



















En segundo lugar, se utilizaron construcciones de VRK1 y Plk3 silvestres y 
mutantes sin actividad quinasa fusionadas a GST para llevar a cabo ensayos de 
precipitación con la resina Glutathion Sepharose (PD-pulldown) (Figura 39B). Para 
ello, se transfectaron los vectores pCEFL-GST-Plk3, pCEFL-GST-Plk3K52R y pCEFL-
GSTØ. Estos extractos se incubaron con 20 μl de la resina y tras los lavados 
correspondientes, se realizó un inmunoblot para detectar la proteína VRK1 endógena 
asociada (Figura 39B, panel izquierdo en azul). La proteína endógena VRK1 
interacciona tanto con Plk3 silvestre como con la quinasa inactiva pero no con el 
control de pCEFL-GSTØ. Sin embargo, la interacción es más estable en presencia de 
su quinasa upstream sin actividad quinasa (Plk3K52R). En el ensayo recíproco, se 
Figura 38. Interacción de VRK1 y Plk3. A) Expresión de VRK1 y Plk3 en líneas distintas 
celulares. Detección de VRK1 y Plk3 endógenas con anticuerpos específicos en diferentes líneas 
celulares. Se muestra una gráfica de la expresión relativa normalizada respecto a β-actina. B) 
Interacción de VRK1 y Plk3 endógenas. En la parte superior se muestran los extractos celulares 
totales de células HEK293T. Estos extractos (2 mg)  fueron usados para inmunoprecipitar VRK1 
con un anticuerpo monoclonal específico (1F6) y se detectó la presencia de Plk3 con un anticuerpo 
policlonal. Como control del ensayo se realizó una inmunoprecipitación inespecífica con un 
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transfectaron los vectores pCEFL-GST-VRK1, pCEFL-GST-VRK1K179E y pCEFL-
GSTØ. En este pulldown, se analizó si la proteína Plk3 endógena también precipitaba 
asociada a VRK1 (Figura 39B, panel derecho en azul). En este caso, la quinasa Plk3 
interacciona establemente tanto con VRK1 silvestre como con la quinasa inactiva, pero 































Figura 39. A) Ensayos de inmunoprecipitación para determinar la interacción VRK1-Plk3. Se 
transfectaron células HEK293T con vector vacío pCEFL-HAØ, pCEFL-HA-VRK1 (5 μg), pCEFL-
FLAG-Plk3 (5 μg) y ambas. En la parte superior se muestra el inmunoblot de los extractos 
celulares totales. Estos extractos (1 mg) fueron usados para inmunoprecipitaciones recíprocas y en 
ambos casos se detectó por inmunoblot la otra proteína. Las inmunoprecipitaciones fueron 
realizadas con anticuerpos comerciales específicos para los epítopos HA y FLAG. B) Ensayos de 
pulldown (PD). Se realizaron ensayos de pulldown recíprocos. En el panel izquierdo, se 
transfectaron  pCEFL-GST-Plk3 (6 μg), pCELF-GST-Plk3K52R (6 μg) o vector vacío (2 μg) y se 
detectó VRK1 endógena con el anticuerpo 1F6. En el panel derecho, se transfectaron pCEFL-
GST-VRK1 (4 μg), pCEFL-GST-VRK1K179E (8 μg) o vector vacío (2 μg) y se detectó Plk3 endógena 
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De toda esta serie de ensayos de interacción, se puede concluir que, a pesar 
de que los datos iniciales no estimaban una interacción significativa, parece que 
ambas quinasas forman un complejo relativamente estable in vivo y este es detectado 
mediante coinmunoprecipitaciones y pulldowns de proteínas endógenas y/o 
transfectadas. 
 
2.8.3. Determinación de la zona de interacción de VRK1 con Plk3. 
Una vez confirmada la interacción VRK1-Plk3 in vivo, se continuó con la identificación 



























Figura 40. Plk3 interacciona por la región N-terminal de VRK1. A) Se transfectaron células 
HEK293T con pCEFL-FLAG-Plk3 (3 μg), pCEFL-GST-VRK1 (4 μg), pCEFL-GST-VRK1-C (6 μg) y 
vector vacío pCEFL-GSTØ (2 μg). Se realizó un ensayo de pulldown con la resina Glutathion 
Sepharose y las proteínas se detectaron con anticuerpos específicos anti-FLAG y anti-GST. B) Las 
células HEK293T fueron transfectadas con pCDNA-VRK1-MYC (5 μg), pCDNA-VRK1-(NL)-MYC (5 
μg), pCDNA-VRK1-(Nc)-MYC (9 μg), pCEFL-GST-Plk3 (6 μg) y vector vacío pCEFL-GSTØ (2 μg). 
Se precipitaron las proteínas y se analizaron por inmunoblot con anticuerpos específicos para 
VRK1 (VE1) y para GST. C) Esquema de las distintas construcciones de VRK1 usadas y la zona 
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Se realizaron ensayos de pulldown utilizando plásmidos de VRK1 que codifican 
distintas regiones de la proteína: VRK1 completa (GST-VRK1, aa 1-396), VRK1 
carboxilo (GST-VRK1-C, que comprende la región carboxilo terminal, aa 267-396), 
VRK1 amino corta (VRK1-Nc, que comprende la región amino terminal, aa 1-267) y 
VRK1 amino larga (VRK1-NL, que comprende una región amino terminal más larga, aa 
1-322) (Figura 40C). 
En un primer ensayo se utilizaron las construcciones de VRK1 completa y 
VRK1 carboxilo fusionadas a GST para precipitar la proteína Plk3 transfectada (Figura 
40A). Tras la incubación de los extractos con la resina Glutathion Sepharose, se 
analizó el precipitado para detectar la presencia de Plk3 con un anticuerpo frente al 
epítopo FLAG (Figura 40A, panel superior en azul). Se comprobó que la quinasa Plk3 
solamente se precipitaba con la construcción de la proteína VRK1 completa. 
A continuación, se realizó un ensayo de pulldown utilizando, en este caso, Plk3 
fusionada a GST y las construcciones de VRK1 completa, amino larga y amino corta 
(Figura 40B). Tras la precipitación de las proteínas asociadas a Plk3, se determinó qué 
construcciones de VRK1 interaccionaban con Plk3 (Figura 40B, panel superior en 
azul). En todos los casos, se observó la presencia de VRK1, lo que indica que la zona 
común a las construcciones de la proteína VRK1 completa, VRK1 amino corta y VRK1 
amino larga, pero ausente en la construcción de VRK1 carboxilo, es la zona implicada 
en la interacción con Plk3. Es decir, la región que interacciona con Plk3 es aquella 
comprendida entre los aminoácidos 1-267 (Figura 40C). 
 
2.9. Implicación de VRK1 en la fragmentación del aparato de Golgi 
en división celular. 
La quinasa VRK1 fue desde el principio relacionada con proliferación y división celular 
debido a sus altos niveles de expresión tanto en tejidos proliferativos como en líneas 
celulares tumorales y normales (Nezu et al., 1997; Santos et al., 2006). De hecho, su 
expresión correlaciona positivamente con marcadores de proliferación (Santos et al., 
2006; Valbuena et al., 2007b). Más recientemente, se le han asignado funciones 
específicas en distintas fases del ciclo celular. Así, por ejemplo, en mitosis participa en 
la condensación de la cromatina mediante la fosforilación de la histona H3 y en la 
dinámica de la envuelta nuclear mediante la fosforilación de la proteína BAF (Nichols 
et al., 2006; Kang et al., 2007). Teniendo en cuenta la relación establecida entre las 
quinasas Plk3 y VRK1 y considerando, por un lado, las funciones descritas para Plk3 
y, por otro, la localización subcelular de ambas, se pensó en la hipótesis de que VRK1 
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fuera la quinasa situada por debajo de Plk3 en la ruta de la fragmentación del aparato 
de Golgi en mitosis en la que se había implicado a la quinasa Plk3 por debajo de 
MEK1 (Xie et al., 2004). De este modo, se decidió analizar esta nueva posible función 
de VRK1 en mitosis y, para ello, lo primero que se hizo fue determinar el nivel de 
activación de VRK1 en mitosis bajo nuestras condiciones experimentales. 
 
2.9.1. Nivel de activación de VRK1 en mitosis. 
No existen demasiados datos sobre el nivel de actividad de la quinasa VRK1 a lo largo 
del ciclo celular, aunque en un estudio realizado por Kang se apuntaba a un aumento 
de la actividad de VRK1 en la fase G2/M del ciclo celular medido a través del grado de 
fosforilación de su sustrato histona H3 (Kang et al., 2007). En este estudio, además, se 
propone que el nivel de proteína de VRK1 varía en las distintas fases del ciclo celular, 
e incluso se muestra que VRK1 es prácticamente indetectable a partir de anafase 
observado mediante inmunofluorescencia (Kang et al., 2007). Dada la discrepancia 
con los resultados aquí mostrados, al menos respecto a los niveles de proteína a lo 
largo de las distintas fases de la mitosis detectados mediante inmunofluorescencia 
(Figuras 27 y 28), y teniendo en cuenta lo relevante de esta posible activación de la 
quinasa VRK1 en mitosis, se decidió confirmar si, en efecto, VRK1 se activaba en esa 
fase del ciclo celular. Para ello, se inmunoprecipitó la proteína VRK1 endógena con un 
anticuerpo policlonal específico (VC) a partir de células HeLa no sincronizadas, de 
células HeLa bloqueadas en G2/M con nocodazol y de células HeLa liberadas del 
bloqueo en dos tiempos distintos. La parada del ciclo celular de las células HeLa se 
comprobó mediante citometría de flujo y, como se puede observar en la figura 41A, la 
eficiencia de la parada en fase G2/M por nocodazol a una concentración de 83 nM 
durante 15h es buena, alcanzando prácticamente un 95% de células en fase G2/M. 
Una vez comprobada la parada y liberación de las células, se determinó el nivel de 
proteína de VRK1 por inmunoblot en cada circunstancia. Como se puede ver en la 
figura 41B (panel superior), la cantidad de VRK1 es constante en cada uno de los 
puntos que incluirían, células asincrónicas, células en mitosis y células en fase G1 (a 
las dos horas de la liberación hay un 73% de células HeLa en fase G1). Además, 
como se puede observar en la autorradiografía (Figura 42B, panel inferior), la actividad 
de VRK1 medida a través de su autofosforilación y la fosforilación de su sustrato 
histona H3 es máxima en mitosis. Como control del ensayo, se realizó una 
inmunoprecipitación inespecífica con un anticuerpo anti-HA. La cantidad de VRK1 
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inmunoprecipitada se detectó por inmunoblot con una anticuerpo monoclonal (1F6) y el 



















De este ensayo se puede concluir que, efectivamente, la quinasa VRK1 se 
activa en mitosis y que esta activación decae tras entrar en la fase G1 del ciclo celular. 
Sin embargo, a diferencia de lo descrito por Kang (Kang et al., 2007), no se detectan 
variaciones en los niveles de proteína de VRK1 ni por inmunoblot ni por 
inmunofluorescencia. 
 
2.9.2. Correlación de los niveles de activación de MEK1, Plk3 y 
VRK1 en mitosis. 
Aparte de las funciones descritas para la ruta de las MAP quinasas en el ciclo celular 
dependientes de la activación por señales mitogénicas, también se activan 
específicamente en mitosis y este es el caso, por ejemplo, de MEK1 (Shapiro et al., 
1998; Laird et al., 1999; Chang and Karin, 2001; Colanzi et al., 2003b). De hecho, la 
quinasa MEK1 tiene funciones clave en la transición G2/M del ciclo celular (Shapiro et 
al., 1998; Wright et al., 1999; Feinstein and Linstedt, 2007) y el tratamiento con 
inhibidores específicos de esta lleva a un retraso de la entrada en mitosis (Wright et 
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Figura 41. VRK1 es más activa en mitosis. A) Perfil de ciclo de células HeLa asincrónicas, en 
mitosis (nocodazol 83 nM, 15h) y liberadas a 1h y 2h. B) Inmunoblot de células tratadas como en 
el apartado A. Se detectó el nivel de proteína de VRK1 con un anticuerpo policlonal (VC) (panel 
superior). Estos extractos se utilizaron para inmunoprecipitar VRK1 endógena (VC) y realizar un 
ensayo quinasa in vitro (IP+EQ). Se muestra la autofosforilación de VRK1 y la fosforilación de 
histona H3 (32P). La cantidad de VRK1 inmunoprecipitada se detectó por inmunoblot y la cantidad 
de proteína histona H3 mediante tinción con Ponceau. Asin.- asincrónicas. Noc.- nocodazol. 














β - actina 
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al., 1999; Roberts et al., 2002). Por su parte, algunos datos determinan que la quinasa 
Plk3 también se activa en la transición G2/M del ciclo celular y, además, se ha 
demostrado que MEK1 y Plk3 forman parte de una misma ruta de señalización que 
funciona en mitosis (Chase et al., 1998; Bahassi el et al., 2002; Xie et al., 2004). 
Puesto que existe una correlación positiva en el grado de activación de MEK1 y Plk3 
en mitosis y como se ha demostrado en este trabajo, VRK1 está se sitúa por debajo de 
Plk3 (Figura 31), se decidió analizar si, en efecto, correlacionaban los niveles de 
activación de MEK1 y Plk3 con los de VRK1 en mitosis. 
El nivel de activación de la proteína Plk3 endógena no se pudo medir en 
paralelo al de la quinasa VRK1 debido a que los anticuerpos para Plk3 no funcionan 
en inmunoprecipitación y no hay anticuerpos fosfoespecíficos. Por eso, se decidió 
analizar el nivel de activación sobre la quinasa Plk3 transfectada. 
Para determinar el grado de activación de la quinasa VRK1 respecto al de 
MEK1, se utilizaron células HeLa de cultivos asincrónicos frente a células HeLa en 
mitosis, resultado del tratamiento con nocodazol como en experimentos anteriores 
(Figura 41). Tras comprobar mediante citometría de flujo el perfil de ciclo de las células 
HeLa que se iban a utilizar en el ensayo (Figura 42A) y corroborar que, en efecto, se 
habían parado en mitosis, se procedió a analizar el nivel de activación de MEK1 con 
un anticuerpo fosfoespecífico (Figura 42B, panel superior). Como se observa en el 
inmunoblot del lisado celular, el nivel de activación de MEK1, medido por su grado de 
fosforilación en residuos específicos (Ser217/221), es mayor en células en mitosis que 
en células asincrónicas. A continuación, estos extractos se utilizaron para 
inmunoprecipitar la quinasa VRK1 endógena con un anticuerpo monoclonal (1F6) y 
llevar a cabo un ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP (IP+EQ) (Figura 
42B, panel inferior). Como se aprecia en la autorradiografía (32P), la actividad de VRK1 
endógena, medida a través de su autofosforilación, es mayor en células en mitosis 
respecto al de células asincrónicas. La cantidad de VRK1 inmunoprecipitada se 
comprobó por inmunoblot con un anticuerpo policlonal (VC). Como control de la 
inmunoprecipitación se hizo una en paralelo con un anticuerpo anti-HA monoclonal. 
Por último, se comprobó el nivel de actividad de la quinasa Plk3 transfectada 
(pCEFL-GST-Plk3) en células HeLa, tratadas o no con nocodazol para pararlas en 
mitosis. Tras determinar que los niveles de proteína eran correctos (Figura 42C, 
lisado), se inmunoprecipitó la quinasa Plk3 con un anticuerpo anti-GST. En paralelo, 
se hizo como control una inmunoprecipitación inespecífica con un anticuerpo anti-AU5. 
El nivel de autofosforilación se observa en la autorradiografía (Figura 42C, 32P) y los 
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niveles de proteína inmunoprecipitada se detectaron por inmunoblot. Se comprobó que 
la actividad de la quinasa Plk3, al igual que la actividad de MEK1 y de VRK1, era 






























Para descartar que la activación de la quinasa VRK1 en mitosis fuera una 
consecuencia indirecta del tratamiento con nocodazol, y no debido a encontrarse en 
mitosis, se llevó a cabo un ensayo quinasa a una dosis alta de nocodazol y un tiempo 
Figura 42. Correlación de los niveles de actividad de las quinasas MEK1, Plk3 y VRK1 en 
mitosis. A) Perfil de ciclo de células HeLa asincrónicas y en mitosis (nocodazol 83 nM, 15h). B) 
Inmunoblot de células tratadas como en el apartado A. Se detectó el nivel de fosforilación de 
MEK1 (residuos Ser217/221) y el nivel de proteína de VRK1 y MEK1 (panel superior). Estos 
extractos se utilizaron para inmunoprecipitar VRK1 endógena (1F6) y realizar un ensayo quinasa in 
vitro (IP+EQ). Se muestra la autorradiografía (32P) y el inmunoblot (IB) de VRK1. C) Se transfectó 
pCEFL-GST-Plk3 (4 μg) en células HeLa y 24 h después se trataron con nocodazol (83 nM, 15 h). 
La quinasa Plk3 se inmunoprecipitó y se sometió a un ensayo quinasa in vitro (IP+EQ). Se muestra 
la autofosforilación de Plk3 (32P) y el nivel de proteína inmunoprecipitada por inmunoblot (IB). 





































































































corto de tratamiento (1 μg/ml, 150 minutos) (Figura 43). Bajo estas condiciones, se 
produce un fuerte estrés en los microtúbulos que desencadena, por ejemplo, la 
fragmentación del aparato de Golgi (Figura 47) (Rogalski and Singer, 1984). Sin 
embargo, en estas condiciones la actividad quinasa de la VRK1 endógena no se ve 











Este resultado, junto con el análisis de la actividad de VRK1 en mitosis y en 
fase G1 del ciclo celular, indican que, al menos, los niveles de proteína de VRK1 no 
varían entre mitosis y la fase G1, aunque su nivel de actividad sí lo hace. Además, su 
pico de activación en mitosis correlaciona con la activación de su quinasa upstream 
Plk3 y, a su vez, con la activación de MEK1 (Chase et al., 1998; Bahassi el et al., 
2002). La ruta de señalización para la que se ha descrito a la quinasa Plk3 por debajo 
de MEK1 es la fragmentación del aparato de Golgi en mitosis (Xie et al., 2004). De 
este modo, más adelante se analizará directamente dicha ruta in vivo, pero por ahora, 
se demostrará si, efectivamente, VRK1 está situada downstream del módulo de 
señalización MEK1-Plk3. 
 
2.9.3. Análisis de la relación VRK1-MEK1. 
 
a) La sobreexpresión de MEK1 provoca un aumento de la actividad 
quinasa de VRK1 endógena. 
La activación de la quinasa Plk3 consecuencia de la sobreexpresión de MEK1 ha sido 
demostrada (Xie et al., 2004). Además, en este trabajo se ha determinado que la 
sobreexpresión de Plk3, a su vez, induce la activación de la quinasa VRK1 endógena 
(Figura 35). De modo que, si Plk3 está situada bajo MEK1 y VRK1 está situada bajo 
Figura 43. El tratamiento con nocodazol en sí, 
no afecta a la actividad quinasa de VRK1. 
Células HeLa fueron tratadas o no con nocodazol 
a 1 μg/ml durante 150 minutos. A continuación, se 
inmunoprecipitó la proteína VRK1 endógena con 
el anticuerpo 1F6 y se hizo un ensayo quinasa in 
vitro con [32γ-P] ATP (IP+EQ). Como control se 
hizo una inmunoprecipitación inespecífica con un 
anti-HA. Se comprobó la cantidad de VRK1 
inmunoprecipitada con un anticuerpo policlonal 
(VC). Sin tto.- sin tratamiento; Noc.- tratadas con 
nocodazol (1 μg/ml, 150 minutos). 
IP: α-HA α-VRK1 
Sin tto . Noc . 
32 P: VRK1 
IB: VRK1 
IP + EQ 
Sin tto . Noc.
Lisado 
VRK1 
β - actina 
  92 
Resultados
Plk3, entonces la sobreexpresión de MEK1 debería activar también en cierta medida a 
VRK1. 
Para determinar si este era el caso, se transfectó la proteína MEK1 silvestre 
que es activa (ver figura 46) en la línea celular HeLa y se inmunoprecipitó la proteína 
VRK1 endógena con un anticuerpo policlonal (VC) (Figura 44). Al comparar el nivel de 
autofosforilación de VRK1 en la autorradiografía (32P), se detectó un incremento en su 
actividad tras la sobreexpresión de la quinasa MEK1 con respecto a la actividad tras la 
transfección con un vector vacío (pCEFL-HAØ). La cantidad de proteína VRK1 














b) Efecto del inhibidor PD98059 sobre la actividad de VRK1. 
Teniendo en cuenta que la sobreexpresión de MEK1 parece activar a la quinasa VRK1 
(Figura 44), se pensó que una forma diferente de abordar la hipótesis de la ruta MEK1-
Plk3-VRK1 sería utilizar un inhibidor específico de MEK1 y determinar qué le ocurre a 
la actividad de VRK1. Uno de los inhibidores mejor caracterizados de MEK1 es el 
denominado PD98059. Este inhibidor se caracteriza por ser no competitivo con el ATP 
y bloquear la activación de MEK1 por sus quinasas upstream (Alessi et al., 1995; 
Dudley et al., 1995). Así, se realizaron dos ensayos respecto a VRK1, uno in vitro y 
otro in vivo. En el primero, se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro utilizando VRK1 
purificada en presencia de dos concentraciones del inhibidor (Figura 45A). Como se 
puede apreciar en la autorradiografía (32P), la autofosforilación de VRK1 no se ve 
afectada por el inhibidor en el ensayo in vitro (Figura 45A). Sin embargo, al tratar 
células HeLa en cultivo con una concentración no tóxica de 25 μM del inhibidor y 
Figura 44. Actividad de VRK1 tras la 
sobreexpresión de MEK1. La línea celular 
HeLa fue transfectada con 5 μg de pCEFL-
HA-MEK1 o de vector vacío pCEFL-HAØ. La 
expresión de HA-MEK1 y VRK1 endógena se 
comprobó por inmunoblot con los anticuerpos 
anti-HA y 1F6, respectivamente (panel 
superior). Estos extractos fueron usados para 
inmunoprecipitar VRK1 endógena con un 
anticuerpo policlonal (VC) y, a continuación, 
se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro en 
presencia de [32γ-P] ATP (panel inferior). 
Como control se realizó una 
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analizar la actividad quinasa de la proteína VRK1 endógena inmunoprecipitada, se 
detectó una inhibición parcial de la actividad (Figura 45B). 
Estos datos sugieren que la quinasa VRK1 se sitúa por debajo de MEK1 y que 
un inhibidor específico de esta como el PD98059, al igual que inhibe la actividad de 
Plk3 (Xie et al., 2004), tiene un ligero efecto sobre la actividad de VRK1 in vivo pero no 
in vitro, lo que indicaría que el inhibidor no actúa directamente sobre VRK1 sino sobre 





















 c) VRK1 no es sustrato de MEK1. 
Para descartar que la regulación de VRK1 in vivo en relación con MEK1 no era la 
consecuencia directa de una fosforilación, sino que era un efecto indirecto debido a su 
posición downstream respecto de ella, se realizó un ensayo quinasa in vitro utilizando 
MEK1 inmunoprecipitada de células y VRK1K179E purificada (Figura 46). La quinasa 
MEK1 se inmunoprecipitó con un anticuerpo monoclonal frente al epítopo HA y se 
utilizó en un ensayo quinasa en presencia de [32γ-P] ATP. En la autorradiografía (32P) 
se observa la autofosforilación de MEK1 y, sin embargo, no se detecta señal a la altura 
Figura 45. El inhibidor PD98059 inhibe parcialmente la actividad de VRK1 in vivo pero no in 
vitro. A) Ensayo quinasa in vitro. Se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro con proteína 
purificada de VRK1. Se hizo en ausencia o presencia del inhibidor PD98059 y se detectó la 
actividad de auto-fosforilación de VRK1. El grado de autofosforilación se muestra en la 
autorradiografía (32P) y el nivel de proteína en la tinción con azul de Coomassie. B) Efecto del 
inhibidor PD98059 sobre VRK1 de células HeLa. Se crecieron células HeLa en ausencia o 
presencia del inhibidor PD98059 (25 μM, 12h). A continuación, se inmunoprecipitó VRK1 con un 
anticuerpo monoclonal (1F6) y se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro. El grado de 
autofosforilación de VRK1 se muestra en la autorradiografía (32P) y el nivel de proteína 
inmunoprecipitada en un inmunoblot. C) Esquema resumen de la relación entre las quinasas 
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de la proteína VRK1K179E. Los niveles de las proteínas del ensayo se comprobaron por 












 A la vista de los resultados se puede concluir que VRK1 no es sustrato de 
MEK1 pero se sitúa downstream de esta y de la quinasa Plk3 estableciéndose el 
módulo de señalización MEK1-Plk3-VRK1 (ver modelo en la figura 45C). 
 
2.9.4. Comportamiento de la proteína VRK1 asociada al aparato de 
Golgi tras el tratamiento con nocodazol, brefeldina A y ácido okadaico. 
Una de las herramientas más usadas en el estudio de la biología del aparato de Golgi 
ha sido la utilización de agentes farmacológicos como, por ejemplo, el nocodazol, la 
brefeldina A (BFA) y el ácido okadaico (AO), que a través de distintos mecanismos 
llevan a la fragmentación del aparato de Golgi de células en interfase (Dinter and 
Berger, 1998). El nocodazol provoca la fragmentación del aparato de Golgi debido a 
que desensambla los microtúbulos (Rogalski and Singer, 1984). La brefeldina A, por 
su parte, bloquea el transporte de vesículas lo que termina en el colapso de las 
enzimas del aparato de Golgi en el retículo endoplasmático, mientras que las proteínas 
de la matriz del aparato de Golgi se dispersan por el citoplasma (Lippincott-Schwartz 
et al., 1989; Seemann et al., 2000a; Seemann et al., 2002). Por último, el ácido 
okadaico es un inhibidor de serina-treonina fosfatasas tipo 1, 2A y 2B que también 
provoca el colapso del aparato de Golgi, aunque su mecanismo de acción no se 
conoce (Lucocq et al., 1995). En todos los casos, este fenómeno de fragmentación es 
reversible en tiempos relativamente cortos. 
La quinasa VRK1 localizada en el aparato de Golgi permanece asociada a sus 
fragmentos durante la mitosis, fenómeno que se identificó en la figura 27. Por su parte, 
Figura 46. La quinasa MEK1 no fosforila a 
VRK1. Células HEK293T fueron transfecta-
das con 3 μg de pCEFL-HA-MEK1. 36h 
después, MEK1 fue inmunoprecipitada  (IP) 
con un anticuerpo monoclonal anti-HA y se 
realizó un ensayo quinasa in vitro utilizando 
como sustrato la proteína VRK1K179E 
purificada. Se muestra la autorradiografía 
(32P) y los niveles de proteína inmuno-
precipitada y de sustrato (IB). Como control 
se hizo una inmunoprecipitación inespecífica 
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Plk3 también forma un complejo estable con el aparato de Golgi tanto en interfase 
como en mitosis e incluso tras el tratamiento con nocodazol o brefeldina A 
presumiblemente a través de su interacción con la Giantina (Ruan et al., 2004). Con 
todos estos antecedentes, se quiso determinar si la subpoblación de VRK1 asociada al 
aparato de Golgi que se comporta de un modo similar a la quinasa Plk3 en mitosis 
(Figura 27) también seguía un patrón similar tras el tratamiento con distintos agentes 

























Para ello, se hicieron dos aproximaciones. Por un lado, se analizó la población 
de VRK1 utilizando el anticuerpo monoclonal 1F6 (verde) respecto a un marcador del 
aparato de Golgi (Giantina- rojo) tras el tratamiento con nocodazol, ácido okadaico y 







Figura 47. Fenotipo del aparato de Golgi tras el tratamiento con nocodazol, ácido okadaico 
(AO) y brefeldina A (BFA) en células HeLa. Las células fueron tratadas con nocodazol (1 μg/ml, 
150 min.), ácido okadaico (1 μM, 60 min.) o brefeldina A (5 μg/ml, 90 min.). La quinasa VRK1 fue 
detectada con un anticuerpo monoclonal (1F6- verde) y el aparato de Golgi con uno policlonal 
(Giantina- rojo). El ADN se tiñó con DAPI (azul). La barra indica 5 μm. Se muestra detalle de una 
célula para ver el solapamiento de la señal de ambos anticuerpos. Noc.– nocodazol. 
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observó cómo se recuperaba la estructura del aparato de Golgi tras la eliminación, en 
este caso, del nocodazol (Figura 48). Se pudo comprobar que VRK1, tanto en células 
HeLa como, por ejemplo, en células WS1 (datos no mostrados), permanece asociada 
a los fragmentos del aparato de Golgi tras el tratamiento con los distintos agentes 
























En el caso del ensayo de wash-out, las células HeLa fueron tratadas con 
nocodazol (1 μg/ml) durante 150 minutos y, tras lavarlas varias veces, se les añadió 
medio fresco y se recogieron puntos a distintos tiempos. Las células fueron teñidas 
para inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal para VRK1 (1F6- verde) y 
uno policlonal para Giantina (rojo) (Figura 48). Como se puede apreciar en este 









t= 60’ t= 90’
Figura 48. El aparato de Golgi recupera su estructura 90 minutos después de la retirada del 
nocodazol. Se realizó un experimento de wash-out en el que células HeLa fueron tratadas con 
nocodazol (1 μg/ml, 150’). A continuación, las células fueron lavadas varias veces con PBS y se 
les añadió medio fresco, recogiendo puntos a distintos tiempos (30´, 60´, 90´ y 120´). Se muestran 
los resultados para 60’ y 90’. Se detectó VRK1 con un anticuerpo monoclonal (1F6- verde) y el 
aparato de Golgi con uno policlonal (Giantina- rojo). El ADN se tiñó con DAPI (azul). Se muestra 




aparato de Golgi tanto en las células control como en las células tratadas con 
nocodazol y los distintos tiempos de wash-out. 
Estos ensayos y el análisis de la localización de VRK1 a lo largo del ciclo 
celular (Figura 27) sugieren que la quinasa VRK1 está asociada de un modo estable 
con las membranas del aparato de Golgi tanto ensambladas como fragmentadas, al 
igual que su quinasa upstream Plk3 (Dai et al., 2002b; Ruan et al., 2004; Xie et al., 
2004). 
 
2.9.5. VRK1 es necesaria para la fragmentación del aparato de Golgi 
inducida por MEK1 y por Plk3. 
Los resultados hasta el momento obtenidos indican que, efectivamente, la quinasa 
VRK1 constituye un nuevo elemento en un módulo de señalización formado por 
MEK1-Plk3, donde VRK1 sería la quinasa situada por debajo de ambas. Sin embargo, 
las aproximaciones llevadas a cabo no aportan todavía datos del proceso biológico in 
vivo en el que estaría implicada. En concreto, las quinasas MEK1 y Plk3 son parte de 
la señalización que desencadena la fragmentación del aparato de Golgi en la 
transición G2/M del ciclo celular (Xie et al., 2004; Feinstein and Linstedt, 2007). Con 
todo ello, el siguiente paso fue analizar la implicación de VRK1 en dicha ruta. 
 Para ello, se llevaron a cabo ensayos de sobreexpresión y se analizó el 
fenotipo del aparato de Golgi detectándolo por inmunofluorescencia con un anticuerpo 
policlonal para Giantina (rojo) e identificando las células transfectadas con GFP 
(verde). Lo primero fue comprobar que, en efecto, se detectaba lo que ya había sido 
descrito: por un lado, que la sobreexpresión de MEK1 induce la fragmentación del 
aparato de Golgi en células en interfase y que, sin embargo, en células previamente 
tratadas con un inhibidor específico de MEK1 (PD98059, 20 μM) se evitaba dicha 
fragmentación (Figura 49A, panel b y c) (Xie et al., 2004) y, por otro, que la quinasa 
inactiva Plk3K52R también bloquea la fragmentación inducida por MEK1 (Figura 49A, 
panel d), situándola por debajo de esta en la ruta de señalización que desencadena 
este proceso (Xie et al., 2004). Se analizó entonces qué ocurría al cotransfectar la 
quinasa inactiva VRK1K179E con MEK1. Como se aprecia en el panel e (Figura 49A), la 
VRK1 sin actividad quinasa bloquea el proceso en un grado similar a la quinasa Plk3 
inactiva (ver gráfica de la figura 49A). 
 
 





































Figura 49. El mutante VRK1K179E evita la fragmentación del aparato de Golgi inducida por 
MEK1 (A) y los mutantes VRK1K179E y VRK1S342A evitan la fragmentación del aparato de Golgi 
inducida por Plk3 (B). Se transfectaron células HeLa con vectores de expresión para las 
proteínas indicadas en cada panel. La proteína MEK1 utilizada fue un mutante constitutivamente 
activo (MEK1S218/222E, ∆32-51). El inhibidor PD98059 se utilizó a 20 μM. El control del ensayo fue una 
transfección con vector vacío pEGFP-N1Ø. El fenotipo del aparato de Golgi se detectó por 
inmunofluorescencia con un anticuerpo para Giantina (rojo). Se muestra una gráfica con el 
porcentaje de células con el aparato de Golgi fragmentado en cada caso. Se representa la media 
de tres experimentos con N= 100, analizados con la t de Student respecto al control con vector 


















































































































































Las imágenes mostradas en la figura 49 son representativas del experimento y 
por eso se acompañan de una gráfica que resume los resultados obtenidos para cada 
caso. Como se observa en la gráfica de la figura 49A, el porcentaje de células con el 
aparato de Golgi fragmentado aumenta drásticamente tras la sobreexpresión de MEK1 
y se reduce casi a su valor de partida, respecto del control de transfeccción con un 
vector vacío (Figura 49A, panel a), tanto en presencia del inhibidor como de las 
quinasas Plk3 y VRK1 sin actividad quinasa. 
A continuación, se analizó el fenotipo del aparato de Golgi tras la 
sobreexpresión de Plk3 silvestre y de distintas construcciones de VRK1 (Figura 49B). 
La sobreexpresión de Plk3 induce la fragmentación del aparato de Golgi (Xie et al., 
2004), a diferencia de la quinasa VRK1 silvestre que por sí sola no tiene efecto (Figura 
49B, paneles a y b). Además, la quinasa VRK1 inactiva pero no silvestre bloquea la 
fragmentación del aparato de Golgi inducida por Plk3 (Figura 49B, paneles c y d), lo 
que significa que la actividad quinasa de VRK1 es necesaria para que se transmita la 
señal. Por último, se decidió hacer un mutante no fosforilable del residuo diana de Plk3 
(VRK1S342A) y cotransfectarlo con la quinasa Plk3 silvestre. En este caso, la 
fragmentación provocada por Plk3 es bloqueada por el mutante VRK1S342A (Figura 
49B, panel e) lo que confirma que VRK1 se sitúa por debajo de Plk3 y que la 
fosforilación en la serina 342 parece ser clave en el proceso. Para estos experimentos 
de sobreexpresión también se muestra la gráfica resumen correspondiente y se 
observa que, efectivamente, la quinasa Plk3 induce fragmentación respecto al control 
con un vector vacío (Figura 49A, panel a) aunque el efecto es menos drástico, quizás 
porque en el caso de la quinasa MEK1 se utilizó un mutante constitutivamente activo 
(MEK1S218/222E, ∆32-51) y, sin embargo, de la quinasa Plk3 se usó la proteína silvestre. 
El número medio máximo y tamaño mínimo de los fragmentos de aparato de 
Golgi en mitosis en células HeLa es de 130 fragmentos y de 0,5-1 μm (Shima et al., 
1997; Shima et al., 1998). Los valores obtenidos tras la sobreexpresión de MEK1 y 
Plk3 (Figura 49) utilizando el programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij) son de 30-45 
fragmentos con un tamaño de 1,5-2 μm, lo que sugiere que se está reproduciendo 
parcialmente el proceso de fragmentación, lo cual es lógico ya que existen otras rutas 
de señalización que participan en el proceso. 
Como la quinasa VRK1 silvestre no era capaz por sí sola de inducir la 
fragmentación del aparato de Golgi, se decidió hacer un mutante mimético de 
fosforilación en la serina 342 (VRK1S342D), que es el residuo fosforilado por Plk3, y 
determinar si esta proteína es capaz de reproducir el efecto. Previo a los ensayos de 
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sobreexpresión, se realizó un ensayo quinasa in vitro y se analizó la actividad quinasa 
de los mutantes VRK1S342A y VRK1S342D en comparación con la quinasa silvestre para 
estar seguros de que la mutación puntual generada en cada caso no afectaba a la 
actividad de la quinasa, medida a través de su capacidad de autofosforilación (Figura 
50A). Así, se transfectaron células HEK293T con VRK1 silvestre, VRK1S342A y 
VRK1S342D. Una vez comprobada su expresión en el lisado celular, se realizó una 
inmunoprecipitación con un anticuerpo anti-HA y un ensayo quinasa in vitro (IP+EQ). 
Como se puede ver en la autorradiografía (Figura 50A, 32P) todas las proteínas son 
activas. A continuación, se realizaron experimentos de sobreexpresión con las 
distintas proteínas en la línea celular HeLa y se observó que la quinasa VRK1 silvestre 
no induce fragmentación, al igual que el mutante VRK1S342A (Figura 50B, paneles a y 
b). Sin embargo, la sobreexpresión del mutante que mimetiza la fosforilación en serina 
342 por Plk3 (VRK1S342D) induce dicho proceso (Figura 50B, panel c). En la figura 50C 
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Figura 50. Efecto de la sobreexpresión de VRK1S342D 
sobre el aparato de Golgi. A) Ensayo quinasa in vitro 
de cada proteína inmunoprecipitada con un anticuerpo 
monoclonal anti-HA. Se muestra la autorradiografía (32P) 
y la cantidad de proteína inmunoprecipitada (IB). B) 
Sobreexpresión de pCEFL-HA-VRK1, pCEFL-HA-
VRK1S342A y pCEFL-HA-VRK1S342D en células HeLa. Se 
analizó el fenotipo del aparato de Golgi detectándolo con 
un anticuerpo para Giantina (rojo). Las células 
transfectadas se identificaron con GFP. C) Gráfica de la 
cuantificación del porcentaje de células con el aparato 
de Golgi fragmentado en cada caso. Se representa la 
media de tres experimentos con N= 100, analizados con 
t de student respecto a VRK1. *, p < 0,05. 
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Por lo tanto, se puede concluir que la fragmentación inducida tanto por MEK1 
como por Plk3 es bloqueada por la quinasa inactiva VRK1K179E. Esto indica que su 
actividad quinasa es necesaria y sugiere que, posiblemente, tiene uno o varios 
sustratos que desencadenan el proceso. Además, el mutante VRK1S342A, incapaz de 
fosforilarse por su quinasa upstream Plk3, también bloquea el efecto de esta, lo que 
sitúa a VRK1 en la ruta y a dicha fosforilación como modificación postraduccional 
clave. Por último, el hecho de que la sobreexpresión del mutante VRK1S342D sea capaz 
de inducir la fragmentación del aparato de Golgi, corrobora la importancia de dicha 
fosforilación. 
Para confirmar que, en efecto, VRK1 es el componente situado al final de la 
ruta MEK1-Plk3 que lleva a la fragmentación del aparato de Golgi, se realizaron 
experimentos de sobreexpresión de MEK1 y Plk3 en células HeLa previamente 
deplecionadas de la quinasa VRK1 mediante dos sistemas distintos de ARN de 
interferencia. En uno de ellos, se utilizaron dúplex de ARN de interferencia (siVRK1) 
(Figura 51) y, en el otro, se usó el sistema pSUPER, que es un vector de expresión 
para eucariotas que dirige la síntesis de ARN de interferencia dentro de las células 
(shVRK1) (Figura 52). 
En el primer ensayo, las células HeLa fueron transfectadas con 
oligonucleótidos de ARN de interferencia específicos para VRK1 (siVRK1) o con 
oligonucleótidos sin diana específica como control negativo (siControl). La eficacia de 
los oligos de ARN de interferencia para VRK1 había sido demostrada previamente 
(Vega et al., 2004). En la línea celular HeLa se obtiene una bajada drástica de los 
niveles de proteína VRK1 a los 4 días de transfeccción (Figura 51B). Por lo tanto, las 
células fueron retransfectadas 4 días después con MEK1 o Plk3 y se fijaron 15 horas o 
13 horas después, respectivamente. Se observó que el aparato de Golgi, identificado 
por la tinción de la proteína GM130 (rojo), se fragmentaba tanto en células 
transfectadas con MEK1 como con Plk3 en células con siControl (Figura 51A, paneles 
b y d). Sin embargo, en las células deficientes en VRK1 (siVRK1), la fragmentación del 
aparato de Golgi, inducida por MEK1 y Plk3 era bloqueada (Figura 51A, paneles c y e). 
Se muestra una imagen de las células HeLa en cultivo tras el tratamiento con el 
ARN de interferencia control (siControl) con respecto al ARN de interferencia 
específico para VRK1 (siVRK1) a los cuatro días (Figura 51C) y se puede observar 
cómo el número de células en ausencia de VRK1 es menor. Además, para analizar 
más en profundidad el efecto de la supresión de VRK1 sobre la fragmentación del 
aparato de Golgi inducida por MEK1 y Plk3, se procedió a la cuantificación del número 
  102
Resultados
de fragmentos de aparato de Golgi (objetos) por célula en las distintas condiciones de 
la figura 51A. Se analizaron unas 20 células por punto y por triplicado mediante el 
programa ImageJ, de modo que se determinó que el número medio de fragmentos 
inducido por la sobreexpresión de MEK1 era de 45 objetos por célula mientras que 
Plk3 inducía en torno a 30 objetos por célula. Sin embargo, las células transfectadas 
con siVRK1 presentaban una reducción en el número de objetos por célula 





























Figura 51. Efecto de la supresión de la expresión de VRK1 por ARN de interferencia. A) 
Fenotipo del aparato de Golgi. Se transfectaron células HeLa con ARN de interferencia 
específico para VRK1 (siVRK1) o ARN control (siControl). 4 días después, se retransfectaron las 
proteínas indicadas en la figura. VRK1 se detectó con un anticuerpo policlonal (VC- verde) y el 
aparato de Golgi con uno monoclonal (GM130- rojo). La barra indica 50 μm. B) Inmunoblot de 
VRK1. Se verificó la eficiencia del ARN de interferencia por inmnublot. NT, no transfectado. C) 
Imágenes de células HeLa en cultivo. Se hicieron fotos de células HeLa sometidas a la 
transfeccción con ARN de interferencia. D) Cuantificación del grado de fragmentación del aparato 
de Golgi (número de objetos) mediante el programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij). Se 
























































































































Los resultados obtenidos mediante la transfección del vector que codifica para 
ARN de interferencia específico para VRK1 fueron los mismos (Figura 52). En este 
caso, las células HeLa fueron transfectadas con un vector que codificaba para ARN de 
interferencia para VRK1 (pSUPER-shVRK1) o el correspondiente vector vacío 
(pSUPERØ). La eficacia de la depleción por este método de la proteína VRK1 a los 4 
días se corroboró por inmunoblot (Figura 52B). Por tanto, después de 4 días, se 
retransfectaron las células con las proteínas MEK1 o Plk3 y se fijaron 15 horas o 13 


















Figura 52. Efecto de la supresión de la expresión de VRK1 mediante short hairpin RNA
(shRNA). A) Fenotipo del aparato de Golgi. Se transfectaron células HeLa con 3 μg de vector 
vacío (pSUPERØ) o un vector que codifica para ARN de interferencia  específico para VRK1 
(shVRK1). 4 días después, se retransfectaron vectores de expresión para las proteínas indicadas 
en la figura. VRK1 se detectó con un anticuerpo policlonal (VC- verde) y el aparato de Golgi con 
uno monoclonal (GM130- rojo). La barra indica 50 μm. B) Inmunoblot de VRK1. Se verificó la 
eficiencia del ARN de interferencia por inmunoblot. NT- no transfectado. C) Imágenes de células 






























la tinción de la proteína GM130 (rojo) se fragmentaba tanto en células transfectadas 
con MEK1 como con Plk3 en células con pSUPERØ (Figura 52A, paneles b y d). Sin 
embargo, en las células deficientes en VRK1 (shVRK1), la fragmentación del aparato 
de Golgi, inducida por MEK1 y Plk3 era bloqueada (Figura 52A, paneles c y e). 
En este ensayo también se hicieron fotos de las células HeLa en cultivo tras el 
tratamiento con el ARN de interferencia (Figura 52C). El resultado obtenido de los 
ensayos de depleción de VRK1 indica que la ausencia de la quinasa VRK1 tiene como 
consecuencia el bloqueo de la señal de fragmentación del aparato de Golgi iniciada 
por MEK1 o por Plk3, lo que sitúa a VRK1 claramente por debajo de ambas quinasas e 
indica que es necesaria para la transmisión de la señal. 
 
2.10. Identificación de un posible sustrato de VRK1 en la ruta de 
fragmentación del aparato de Golgi en división celular. 
Una vez establecido que la quinasa VRK1 es un nuevo componente en la ruta de 
señalización MEK1-Plk3 que lleva a la fragmentación del aparato de Golgi en mitosis 
y, teniendo en cuenta que la actividad quinasa de VRK1 es clave en dicho proceso, se 
procedió a la búsqueda de una posible diana de fosforilación. 
En el proceso de fragmentación han sido identificados varios tipos de proteínas 
como sustratos diana de las distintas quinasas descritas (ver figura 16, pág. 45 de la 
introducción). Así, por ejemplo, la quinasa ERK2 fosforila a la proteína de la matriz del 
aparato de Golgi GRASP55, lo que lleva a la rotura de las uniones laterales de las 
cisternas (Jesch et al., 2001a; Feinstein and Linstedt, 2007) y Cdc2, por ejemplo, 
fosforila a componentes de la maquinaria de fusión de membranas, como la proteína 
de la matriz del aparato de Golgi denominada GM130 o el cofactor p47, inhibiendo la 
fusión de membranas dependiente de las ATPasas NSF y VCP, respectivamente 
(Lowe et al., 1998; Uchiyama et al., 2003). 
En el estudio proteómico que se había llevado a cabo en el laboratorio para la 
identificación de proteínas asociadas a VRK1, una de ellas fue la ATPasa VCP, de 
modo que pareció interesante comprobar si, en efecto, existía relación entre VRK1 y 
VCP. 
 
2.10.1. Identificación de VCP como proteína candidata a 
interaccionar con VRK1 mediante técnicas proteómicas. 
Se realizó un ensayo de pulldown de células HEK293T transfectadas con GST-VRK1 y 
el correspondiente vector vacío pCEFL-GSTØ y el precipitado de proteínas se resolvió 
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mediante electroforesis bidimensional. Para la separación de la mezcla de proteínas 
en la primera dimensión, se utilizó el isoelectroenfoque, usando un gradiente de pH 4-
7 no lineal y, en la segunda dimensión, un gel SDS-PAGE al 10% de acrilamida. Uno 
de los spots seleccionados (nº1) se identificó mediante su huella peptídica como la 
ATPasa VCP (Figura 53). En la figura 53A se muestra el fragmento de gel 
correspondiente a la región del spot seleccionado que se identificó como VCP (panel 
derecho). Como se puede comprobar, este spot se detecta en el gel de la muestra de 


























El spot fue digerido con tripsina lo que generó un conjunto de péptidos (huella 
peptídica) que se analizó mediante un espectrómetro MALDI-TOF, generando un 
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ASGADSKGDD LSTAILKQKN RPNRLIVDEA INEDNSVVSL SQPKMDELQL FRGDTVLLKG KKRREAVCIV 
LSDDTCSDEK IRMNRVVRNN LRVRLGDVIS IQPCPDVKYG KRIHVLPIDD TVEGITGNLF EVYLKPYFLE 
AYRPIRKGDI FLVRGGMRAV EFKVVETDPS PYCIVAPDTV IHCEGEPIKR EDEEESLNEV GYDDIGGCRK 
QLAQIKEMVE LPLRHPALFK AIGVKPPRGI LLYGPPGTGK TLIARAVANE TGAFFFLING PEIMSKLAGE 
SESNLRKAFE EAEKNAPAII FIDELDAIAP KREKTHGEVE RRIVSQLLTL MDGLKQRAHV IVMAATNRPN 
SIDPALRRFG RFDREVDIGI PDATGRLEIL QIHTKNMKLA DDVDLEQVAN ETHGHVGADL AALCSEAALQ 
AIRKKMDLID LEDETIDAEV MNSLAVTMDD FRWALSQSNP SALRETVVEV PQVTWEDIGG LEDVKRELQE 
LVQYPVEHPD KFLKFGMTPS KGVLFYGPPG CGKTLLAKAI ANECQANFIS IKGPELLTMW FGESEANVRE 
IFDKARQAAP CVLFFDELDS IAKARGGNIG DGGGAADRVI NQILTEMDGM STKKNVFIIG ATNRPDIIDP 
AILRPGRLDQ LIYIPLPDEK SRVAILKANL RKSPVAKDVD LEFLAKMTNG FSGADLTEIC QRACKLAIRE 
SIESEIRRER ERQTNPSAME VEEDDPVPEI RRDHFEEAMR FARRSVSDND IRKYEMFAQT LQQSRGFGSF 
RFPSGNQGGA GPSQGSGGGT GGSVYTEDND DDLYG 
Figura 53. Identificación de VCP mediante técnicas proteómicas. A) Pulldown de las 
proteínas asociadas a VRK1. Se transfectaron células HEK293T con 8 μg de pCEFL-GST-VRK1 
y 2 μg de pCEFL-GSTØ  como control. 48 horas después, se precipitaron las proteínas asociadas 
a VRK1 con la resina Glutathion Sepharose. Este precipitado se resolvió por electroforesis 
bidimensional. El spot seleccionado en azul fue más tarde identificado como VCP. B) Espectro de 
masas y péptidos asignados del spot seleccionado. Se muestra el espectro de masas obtenido 
de VCP y se indica el valor de la masa experimental (m/z), la secuencia de aminoácidos y la 
posición de los péptidos. C) Cobertura de la secuencia de VCP. Se indica la posición exacta de 





espectro de valores de masa experimentales (m/z) (Figura 53B). De los valores 
obtenidos, 25 fueron utilizados para la identificación de la proteína mediante el 
buscador MASCOT (Perkins et al., 1999) y solamente 15 fueron asignados a valores 
de masa de péptidos teóricos de VCP. En la figura 53B se muestra el conjunto de 
péptidos que sirvieron para la identificación con su secuencia y posición. Los péptidos 
asignados corresponden a un 18% de la secuencia de VCP (Figura 53C), lo que 
determina un score de 133 que, según los parámetros establecidos, es 
estadísticamente significativo ya que es superior a 54. De modo que, en esta ocasión, 
la identificación de VCP como proteína candidata a interaccionar con VRK1 es una 
identificación de alta confianza. 
Teniendo en cuenta que la identificación de VCP es estadísticamente 
significativa y dadas sus funciones asociadas a la dinámica del aparato de Golgi en 
mitosis, se decidió continuar con el estudio y se clonó la proteína VCP en diferentes 
vectores de expresión para bacterias y para mamíferos con distintos epítopos. 
 
2.10.2. Validación de la interacción VRK1-VCP. 
Antes de caracterizar la posible relación de VCP con VRK1 en una función in vivo, era 
necesario validar la interacción mediante diversas técnicas y experimentos, de modo 












Para ello, lo primero fue determinar la interacción de ambas proteínas in vitro 
utilizando las dos proteínas purificadas expresadas en E. coli con dos epítopos 
distintos. La proteína VCP se usó fusionada al epítopo GST y VRK1 fusionada al 
epítopo 6xHis (VRK1-His). La mezcla de proteínas se incubó en presencia de la resina 
Glutathion Sepharose que precipitó GST-VCP y GSTØ como control del ensayo. Como 
Figura 54. La quinasa VRK1 interacciona con 
VCP in vitro. Se llevó a cabo un ensayo de 
interacción in vitro utilizando pGEX-4T1-GST-VCP y 
pET23-VRK1-His. GST-VCP se precipitó añadiendo 
la resina Glutathion Sepharose a la mezcla. Se 
detectó la presencia de VRK1-His en los 
precipitados por inmunoblot con un anticuerpo para 
VRK1 (1F6) y la VCP precipitada se detectó por 
tinción Ponceau. Como control del ensayo se usó el 



















se aprecia en el inmunoblot (Figura 54), la quinasa VRK1 es detectada en el 
precipitado de VCP. Por lo tanto, se puede concluir que VRK1 y VCP interaccionan 
directamente. 
Para demostrar firmemente la interacción entre VRK1 y VCP in vivo se 
realizaron varias aproximaciones. En primer lugar, se realizaron ensayos de pulldown 
en los que construcciones de las proteínas VCP o VRK1 fusionadas a GST eran 
transfectadas en células HEK293T y se detectaba si la proteína endógena VRK1 o 






















Tanto en el pulldown en el que se precipitó GST-VRK1 (Figura 55A) como en el 
que se precipitó GST-VCP (Figura 55B), se detectaron las proteínas endógenas VCP o 
VRK1, respectivamente (Figura 55, en azul). Sin embargo, estas no se detectaron en 
el control negativo del ensayo realizado con el correspondiente vector vacío pCEFL-
GSTØ. 
Figura 55. Pulldowns recíprocos. A) Se transfectaron células HEK293T con 2 μg de pCEFL-
GSTØ y 5 μg de pCEFL-GST-VRK1. Se detectó la proteína VCP endógena con un anticuerpo 
policlonal específico y las proteínas precipitadas con un anticuerpo monoclonal anti-GST. B) Se 
transfectaron células HEK293T con 2 μg de pCEFL-GSTØ y 5 μg de pCEFL-GST-VCP. Se detectó 
la proteína VRK1 endógena con un anticuerpo policlonal (VC) y las proteínas precipitadas con un 



































A continuación, se llevó a cabo un ensayo de pulldown para determinar si la 
interacción VRK1-VCP era más estable con la quinasa VRK1 inactiva. Para ello, se 
transfectaron células HEK293T con las construcciones de la proteína VRK1 silvestre 
(GST-VRK1), la proteína VRK1 sin actividad quinasa (GST-VRK1K179E), la ATPasa 

















Los extractos celulares se incubaron con la resina Glutathion Sepharose y tras 
los lavados correspondientes, se realizó un inmunoblot para detectar la proteína VCP 
precipitada (Figura 56, en azul). La ATPasa interacciona tanto con VRK1 silvestre 
como con VRK1 sin actividad quinasa. Sin embargo, la interacción es más estable en 
presencia de la quinasa sin actividad, fenómeno que es habitual en muchas quinasas 
ya que al carecer de actividad, retienen la interacción, lo que sugiere que VCP pueda 
ser sustrato de VRK1. 
Por último, se hizo un ensayo de pulldown para determinar la región de 
interacción de VCP en la quinasa VRK1 (Figura 57A). En este ensayo se utilizaron dos 
construcciones de VRK1: la proteína VRK1 completa (GST-VRK1, aa 1-396) y la 
proteína VRK1 carboxilo (GST-VRK1-C, aa 267-396), que comprende toda la región 
carboxilo de la proteína y algunos aminoácidos del dominio quinasa. Tras analizar la 
presencia de la proteína VCP en el precipitado resultante con anticuerpos específicos 
para el epítopo AU5, se pudo observar interacción de la ATPasa VCP tanto con la 
Figura 56. La interacción es más estable con 
la quinasa VRK1 inactiva. Se transfectaron 
células HEK293T con los vectores pCEFL-AU5-
VCP (5 μg), pCEFL-GST-VRK1 (4 μg), pCEFL-
GST-VRK1K179E (8 μg) y el vector vacío pCEFL-
GSTØ (2 μg). La proteína VCP precipitada se 
detectó con un anticuerpo monoclonal para su 
epítopo (AU5). 
 























quinasa VRK1 completa como la quinasa VRK1 carboxilo, pero no con el control del 
vector vacío (GSTØ). Por lo tanto, se concluyó que la zona de interacción de la 


















2.10.3. Análisis de la función de la interacción VRK1-VCP. 
Una vez confirmado mediante diferentes ensayos que, en efecto, la quinasa VRK1 y la 
ATPasa VCP interaccionan in vitro e in vivo, el siguiente paso fue el análisis de la 
posible función asociada a estas dos proteínas. 
 
a) VRK1 no fosforila a VCP en un ensayo quinasa in vitro. 
Una posible función de la interacción VRK1-VCP podría ser la formación de un 
complejo enzima-sustrato. De hecho, VCP sería una candidata idónea como posible 
sustrato diana en el proceso de fragmentación del aparato de Golgi en mitosis. 
Además, se han descrito diversas quinasas que fosforilan a la ATPasa VCP como, por 
ejemplo, ATM, ATR, DNA-PK y AKT (Klein et al., 2005; Livingstone et al., 2005; 
Vandermoere et al., 2006). 
Para ello, se realizó un ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP y 
proteínas purificadas fusionadas a GST. Se incluyeron la proteína VRK1 silvestre 
(GST-VRK1) y un mutante de VRK1 sin actividad quinasa (GST-VRK1K179E). En la 
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Figura 57. VCP interacciona con la región 
carboxilo de VRK1. A) Se transfectaron 
células HEK293T con los vectores pCEFL-AU5-
VCP (5 μg), pCEFL-GST-VRK1 (5 μg), pCEFL-
GST-VRK1-C (3 μg) y vector vacío pCEFL-
GSTØ (2 μg). Las proteínas fueron precipitadas 
con la resina Glutathion Sepharose y 
detectadas con anticuerpos frente a los 
epítopos AU5 y GST. B) Zona de interacción de 
VCP en VRK1. 












autorradiografía del experimento (Figura 58, 32P), solamente se detecta la señal de 
autofosforilación de la quinasa VRK1 silvestre. Sin embargo, se puede apreciar cómo 
el nivel de autofosforilación de VRK1 sola (carril 1) es mayor que el de VRK1 en 
presencia de VCP (carril 3), mientras que los niveles de proteína, detectados mediante 
tinción con Coomassie, son prácticamente iguales. Se puede concluir, por un lado, que 
la ATPasa VCP no parece ser sustrato de VRK1 en un ensayo quinasa clásico y, por 
otro, que en presencia de VCP la actividad de la quinasa VRK1 medida a través de su 










b) Efecto de VCP sobre la actividad de VRK1 in vitro. 
El efecto observado en el ensayo anterior (Figura 58), llevó a plantear dos opciones: 
una posible regulación de la actividad de VRK1 o una posible competencia por el ATP. 
La primera opción se planteó debido a los antecedentes relacionados con la GTPasa 
nuclear Ran, que inhibe la actividad de VRK1 in vitro a través de su interacción directa 
con ella (Sanz-Garcia et al., 2008). Por otro lado, esta inhibición de VRK1 podría ser 
consecuencia de una competencia por el ATP, ya que ambas proteínas, VRK1 y VCP, 
unen ATP para llevar a cabo sus funciones, si bien el número de moléculas que une 
VCP es mayor ya que funciona como hexámero y cada monómero tiene dos dominios 
ATPasa (Song et al., 2003; Wang et al., 2003a). 
Por ello, se llevaron a cabo dos ensayos relacionados con estas dos 
posibilidades. En un primer experimento, se realizó un ensayo quinasa in vitro en 
presencia de [32γ-P] ATP y las proteínas purificadas VRK1, VCP y p53 fusionadas a 
GST (Figura 52A). La proteína p53 se utilizó como control del ensayo ya que es un 
sustrato bien establecido para VRK1 (Lopez-Borges and Lazo, 2000; Vega et al., 
2004). En este ensayo, se quiso comprobar si el posible efecto de la inhibición de la 
actividad de VRK1 por su interacción con VCP era dependiente de la dosis de VCP. 
Se utilizaron dosis crecientes de VRK1 con p53 y, a la dosis más alta de VRK1, se 
Figura 58. VRK1 no fosforila a VCP. Se llevó 
a cabo un ensayo quinasa in vitro en presencia 
de [32γ-P] ATP con las proteínas purificadas 
GST-VCP, GST-VRK1 y como control negativo 
la quinasa VRK1 sin actividad (GST-
VRK1K179E). En el panel superior se muestra la 
autorradiografía (32P) y en el panel inferior se 
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añadieron dos cantidades distintas de VCP. Como se puede ver en la figura 59A, la 
autofosforilación de VRK1 y la fosforilación de p53 son dependientes de la cantidad de 
VRK1. Además, la adición de cantidades crecientes de VCP produce una inhibición de 
la autofosforilación de VRK1 dependiente de la dosis de VCP. A la vista de estos 
resultados, se podría pensar que la ATPasa está ejerciendo una regulación negativa 

















Para descartar esta posibilidad se pueden realizar varias aproximaciones. La 
más sencilla sería la utilización de un mutante de VCP incapaz de unir ATP. Sin 
embargo, no se disponía de ninguno así que se decidió usar un inhibidor denominado 
NEM (N-Etilmaleimida) que es un agente alquilante de cisteínas que bloquea los 
grupos tioles libres, de modo que no permite la unión de ATP. Se ha demostrado 
firmemente que este agente inhibe la actividad de la ATPasa VCP en un 80% a una 
concentración de 5 mM (Song et al., 2003). Con algunas proteínas se ha observado 
que el efecto de inactivación producido por NEM es consecuencia de la 
desnaturalización de las proteínas y que esta desnaturalización es la que inhibe su 
actividad. En el caso de VCP, el tratamiento con NEM no provoca la desnaturalización 
de la proteína y esta sigue manteniendo su estructura de hexámero lo que implica que 
es perfectamente funcional (Song et al., 2003). Así, se incubó la proteína GST-VCP 
con 5 mM del inhibidor NEM y, a continuación, esta VCP se utilizó en un ensayo 
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Figura 59. A) Efecto dosis de la ATPasa VCP sobre la actividad de VRK1 in vitro. Se llevó a 
cabo un ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP con cantidades crecientes de GST-
VRK1 y GST-VCP en las cantidades y combinaciones indicadas en la figura. Como control positivo 
se usó GST-p53 (aa 1-85). Se detectaron la autofosforilación de VRK1 y la fosforilación de p53 
(32P). Los niveles de proteína se muestran en el Coomassie. B) El tratamiento con NEM evita el 
efecto de VCP sobre la actividad de VRK1 in vitro. Se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro 
en presencia de [32γ-P] ATP con VCP pretratada o no con NEM (37ºC, 15 minutos) y GST-VRK1. 
Se muestra la autofosforilación de VRK1 (32P) y los niveles de proteína en el Coomassie. 
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quinasa in vitro en presencia de VRK1. Cada punto del ensayo se realizó por 
duplicado y, como se puede ver en la figura 59B, la autofosforilación de VRK1 en 
presencia de la ATPasa VCP pretratada con NEM (carriles 4 y 5) es similar a la 
observada con la proteína VRK1 sola (carril 1). De modo que se puede concluir que el 
efecto de inhibición observado en los experimentos anteriores es la consecuencia de 
la competencia por el ATP y no la regulación negativa de la actividad quinasa de 
VRK1. 
 
c) El cofactor p47 tampoco es sustrato de VRK1 in vitro. 
De los cofactores descritos para VCP, solamente p47 ha sido directamente 
relacionado con la fragmentación del aparato de Golgi al inicio de la mitosis, ya que es 
fosforilado por la quinasa Cdc2 en la serina 140, lo que lleva a la inhibición de los 
procesos de fusión dependientes de VCP y, por tanto, a la fragmentación de las 
cisternas del aparato de Golgi (Kondo et al., 1997; Uchiyama et al., 2003). Por ello, se 
decidió hacer un ensayo quinasa in vitro utilizando la ATPasa VCP, el cofactor p47 y la 











Se pensó que quizás la quinasa VRK1 interaccionaba con VCP pero que su 
sustrato diana pudiera ser el cofactor p47 o que quizás fuera necesaria la formación 
del complejo VCP-p47 para que VRK1 fosforilara a la ATPasa VCP. Como se aprecia 
en la figura 60, en ningún caso se detecta fosforilación por VRK1 de VCP, p47 o el 
complejo VCP-p47 in vitro. 
 
 d) VRK1 precipitada de células es capaz de fosforilar a VCP. 
A la vista de los resultados obtenidos mediante ensayos quinasas in vitro clásicos, se 
decidió realizar un último tipo de ensayo quinasa para concluir definitivamente si, en 
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Figura 60. VRK1 no fosforila al cofactor de VCP 
denominado p47 in vitro. Se llevó a cabo un 
ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP 
con las proteínas purificadas pGEX-4T-GST-VCP, 
pGEX-4T-GST-VRK1, pET23-His-p47 y como 
control negativo la quinasa VRK1 sin actividad 
(pGEX-4T-GST-VRK1K179E). En el panel superior se 
muestra la autorradiografía (32P) y en el panel 
inferior la tinción con Coomassie. La ATPasa VCP 




efecto, la quinasa VRK1 no fosforila a VCP. Con este objetivo, se llevaron a cabo dos 
aproximaciones distintas. En un primer ensayo, se transfectaron células HEK293T con 
las proteínas VRK1 silvestre y VRK1 sin actividad quinasa con el epítopo HA. A 
continuación, se inmunoprecipitaron con un anticuerpo monoclonal frente al epítopo 
HA y se utilizaron en un ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP y las 
proteínas VCP y p47 purificadas (Figura 61A). Como control del ensayo se realizó una 
inmunoprecipitación inespecífica con un anticuerpo anti-FLAG y, en uno de los puntos, 


























La autofosforilación de la quinasa VRK1 silvestre se detecta en la 
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Figura 61. A) VRK1 silvestre pero no el mutante inactivo VRK1K179E precipitado de células 
fosforila a VCP. Se transfectaron células HEK293T con pCEFL-HA-VRK1 (4 μg) y pCEFL-HA-
VRK1K179E (12 μg). A continuación, se inmunoprecipitaron con un anticuerpo monoclonal frente a 
HA y se realizó un ensayo quinasa in vitro en presencia de [32γ-P] ATP con proteínas purificadas 
GST-VCP y His-p47. Se realizó una inmunoprecipitación inespecífica con un anticuerpo anti-FLAG. 
Uno de los puntos se trató con fosfatasa alcalina (CIAP) y, en todos los casos, VCP se trató con 
NEM (5 mM a 37ºC durante 15 minutos). Se muestra la autofosforilación de VRK1 y la fosforilación 
de VCP (32P). Los niveles de proteína se detectaron por inmunoblot o Ponceau. B) Pulldown de 
VRK1 y ensayo quinasa de las proteínas asociadas. Se transfectaron células HEK293T con 
pCEFL-GST-VRK1 (5 μg) y vector vacío [pCEFL-GSTØ (2 μg)]. Se realizó un pulldown de estos 
extractos (5 mg) con la resina Glutathion Sepharose. A este precipitado se le realizó un ensayo 
quinasa in vitro y se examinó la radiactividad incorporada (32P). Se detectó la autofosforilación de 
VRK1 y otras señales a distintos pesos moleculares. Se corroboró la presencia de VCP endógena 
por inmunoblot con un anticuerpo policlonal específico. La proteína VRK1 precipitada se detectó 
por tinción con Ponceau. 
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la fosforilación de la ATPasa VCP independiente de la presencia o no del cofactor p47. 
La quinasa VRK1 se caracteriza por su fuerte autofosforilación in vitro (Lopez-Borges 
and Lazo, 2000; Barcia et al., 2002), de modo que se decidió comprobar si VRK1 
requería fosforilaciones para su actividad. Para ello, la proteína VRK1 silvestre 
inmunoprecipitada de células se trató con la fosfatasa alcalina (CIAP) y se determinó 
que tras el tratamiento con la fosfatasa, se reduce su nivel de autofosforilación y la 
fosforilación sobre VCP (carril 3). Además, se inmunoprecipitó la quinasa VRK1 
inactiva (VRK1K179E) y se comprobó que en ese caso tampoco se detectaba 
fosforilación de VCP (carril 4). 
Por tanto, este resultado indica que la ATPasa VCP es sustrato de la quinasa 
VRK1 inmunoprecipitada de células y que esta fosforilación no ocurre en presencia de 
la quinasa VRK1 inactiva o la quinasa VRK1 desfosforilada con la fosfatasa alcalina, lo 
que sugiere que VRK1 debe estar fosforilada para ser activa. Además, el hecho de 
que en presencia de la quinasa VRK1 inactiva no tenga lugar la fosforilación de VCP 
indica que no es ninguna quinasa asociada a la proteína VRK1 precipitada de células 
la que está llevando a cabo dicha fosforilación. Además, ni VRK1 fosforila al cofactor 
p47, ni la presencia de este, afecta a la fosforilación de VCP. 
 El segundo ensayo consistió en la transfección de pCEFL-GST-VRK1 y el 
correspondiente vector vacío pCEFL-GSTØ en células HEK293T. Se llevó a cabo un 
ensayo de pulldown a partir de gran cantidad de extracto celular (5 mg) y, a 
continuación, se realizó un ensayo quinasa in vitro de la proteína VRK1 precipitada y 
las proteínas asociadas a esta por interacción. En la autorradiografía (32P) de la figura 
61B se aprecia la señal de autofosforilación de VRK1 y otras señales a distintos pesos 
moleculares. De hecho, se detecta una señal relativamente fuerte a la altura de 100 
KDa, que sería el peso molecular aproximado de la ATPasa VCP. Para comprobar si 
esa señal radiactiva podría corresponder a VCP, se realizó un inmunoblot de esa 
membrana con un anticuerpo específico para VCP y se determinó que, en efecto, la 
señal radiactiva observada en torno a 100 KDa correspondía a VCP. La cantidad de 
VRK1 precipitada se detectó mediante tinción con Ponceau de la membrana. 
 De estos ensayos se puede concluir que VCP es sustrato de VRK1, aunque 
esta fosforilación no se logra detectar en un ensayo quinasa in vitro con proteínas 
purificadas. Sin embargo, utilizando la quinasa VRK1 inmunoprecipitada de células se 
logra detectar la fosforilación sobre la ATPasa VCP purificada (Figura 61A) y también 




e) La depleción de VRK1 evita la fosforilación de VCP en mitosis. 
A continuación, se quiso analizar de un modo preliminar si, efectivamente, la relación 
establecida entre VRK1 y VCP tenía algún tipo de implicación en el proceso biológico 
de la fragmentación del aparato de Golgi al inicio de mitosis estudiado en la presente 
tesis. Hasta el momento, los resultados apuntan a que VRK1 se activa en mitosis y 
que dicha activación es debida a la fosforilación por Plk3 downstream de MEK1. 
Desde luego, la ATPasa VCP es una candidata idónea en dicho proceso ya que la 
fusión de membranas debe inhibirse para que se produzca la fragmentación de las 
cisternas en vesículas y túbulos que puedan repartirse entre las dos células hijas 
(Shorter and Warren, 2002). Además, el cofactor p47 implicado en este proceso es 
fosforilado por la quinasa mitótica Cdc2 en mitosis (Uchiyama et al., 2003). Así, se 
puede asumir que al igual que el cofactor p47 se fosforila en mitosis, quizás también 
sea necesaria la fosforilación de VCP para la inhibición de la fusión de membranas. 
Bajo esta hipótesis se llevó a cabo un experimento en el que se incubó la VCP 
ATPasa purificada de bacterias (pGEX-4T1-GST-VCP) con extracto mitótico (Noc.) o 
de células asincrónicas (Asin.) HEK293T previo tratamiento con ARN de interferencia 



















Figura 62. La depleción de VRK1 evita la fosforilación de VCP en mitosis. A) Perfil de ciclo de 
células HEK293T en cultivo asincrónico y células tratadas con nocodazol (83 nM, 15h). B) Células 
HEK293T fueron transfectadas con siControl o siVRK1. 48h después, fueron tratadas o no con 
nocodazol para pararlas en mitosis como en el apartado A. En el lisado celular se detectó la 
depleción de VRK1 (1F6). A continuación, se incubó la proteína VCP purificada con 1 mg  de cada 
extracto celular de HEK293T y se realizó un ensayo quinasa in vitro en presencia de ATP 
radiactivo. La fosforilación de VCP se detectó en la autorradiografía (32P) y los niveles de proteína 
por tinción Coomassie. Asin.- asincrónicas; Noc. –nocodazol. 
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Una vez comprobado que las células se habían parado en mitosis tras el 
tratamiento con nocodazol (Figura 62A), se determinó la bajada en el nivel de proteína 
de VRK1 mediante inmunoblot (Figura 62B, lisado). A continuación, se llevó a cabo un 
ensayo quinasa in vitro con los distintos tipos de extracto de células HEK293T. Como 
se aprecia en la autorradiografía (Figura 62B, 32P), la ATPasa VCP se fosforila tanto 
tras la incubación con extracto asincrónico (Asin.) como con extracto de células 
mitóticas (Noc.). El nivel de fosforilación de VCP es máximo tras su incubación con 
células en mitosis en presencia del ARN de interferencia control (carril 3). Sin 
embargo, no se detecta esta fosforilación tras incubarse con extracto de células 
HEK293T deplecionadas de VRK1 y en mitosis (carril 5). También se observa una 
disminución en el grado de fosforilación de VCP tras la incubación con extracto 
asincrónico deplecionado de VRK1 (carril 4). Como control del ensayo se incubó VCP 
purificada con el tampón de lisis utilizado para lisar las células del ensayo (carril 1). 
Por tanto, la ATPasa VCP se fosforila tanto en interfase como en mitosis, si bien su 
nivel de fosforilación es máximo en mitosis coincidiendo con la activación de la 
quinasa VRK1. Teniendo en cuenta que al deplecionar VRK1 dicha fosforilación se 
reduce drásticamente, cabe pensar que la quinasa VRK1 es en parte responsable de 
de esa fosforilación. 
Se ha demostrado que la ATPasa VCP y la quinasa VRK1 interaccionan in vitro 
e in vivo. Además, VCP es sustrato de la quinasa VRK1 y parece que es responsable 
de la fosforilación de esta en mitosis. Futuros experimentos tratarán de resolver si esta 
primera conexión establecida entre VRK1 y VCP está o no directamente relacionada 














































1. Localización subcelular de VRK1. 
La quinasa VRK1 se caracteriza por una expresión ubicua en todos los tejidos y líneas 
celulares analizadas (Nezu et al., 1997) y los datos relacionados con su localización 
subcelular la describen esencialmente nuclear, excluida o no del nucleolo (Vega et al., 
2004). Con respecto a su localización en tejidos, lo que se había descrito hasta el 
momento era una localización claramente nuclear identificada con el anticuerpo 
policlonal VC (Santos et al., 2006; Valbuena et al., 2007b). De hecho, la quinasa VRK1 
contiene en su extremo carboxilo terminal una secuencia de localización nuclear (NLS-
KKRKK, aminoácidos 356-360) (Zelko et al., 1998; Lopez-Borges and Lazo, 2000). 
Con objeto de analizar en más detalle la localización subcelular de esta 
quinasa, se llevaron a cabo inmunohistoquímicas de tejidos normales e 
inmunofluorescencias de distintas líneas celulares utilizando dos anticuerpos 
específicos para VRK1, uno monoclonal (1F6) y otro policlonal (VC). Los resultados 
obtenidos muestran distintas subpoblaciones de VRK1, identificando en la mayoría de 
los casos el anticuerpo VC una subpoblación nuclear y el anticuerpo 1F6 una 
subpoblación citoplasmática. Además, el reconocimiento de las distintas 
subpoblaciones es tal, que sus señales ni siquiera se solapan en aquellos casos en los 
que ambos anticuerpos detectan subpoblaciones en el citoplasma. 
La presencia de una posible secuencia de exportación nuclear en la región 
carboxilo terminal de VRK1 (aminoácidos 298-310) explicaría cómo se regula la salida 
al citoplasma de una proteína esencialmente nuclear y con una secuencia de 
localización nuclear bien definida. 
Aparte de las subpoblaciones citoplasmática y nuclear, el anticuerpo 1F6 
determina una nueva subpoblación con aspecto de agregado localizada en la zona 
perinuclear de las células. Tras el análisis por inmunofluorescencia, se concluyó que 
ese agregado se correspondía con membranas del aparato de Golgi. Es decir, la 
subpoblación de VRK1 identificada con el anticuerpo 1F6 colocaliza perfectamente con 
la proteína estructural Giantina usada como marcador de cis/medial-Golgi (Linstedt 
and Hauri, 1993; Linstedt et al., 1995) y no con la proteína Calreticulina usada como 
marcador de retículo endoplasmático (Michalak et al., 1992). Además, ensayos 
específicos de fraccionamiento subcelular confirmaron la existencia de una población 
de VRK1 estrechamente asociada con las membranas del aparato de Golgi. 
Para llevar a cabo un análisis más exhaustivo de la subpoblación de la quinasa 
VRK1 asociada al aparato de Golgi, se estudió la localización de esta subpoblación en 
mitosis, ya que en esta fase del ciclo celular este orgánulo sufre una drástica 
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fragmentación en vesículas y túbulos para repartirse entre las dos células hijas 
(Shorter and Warren, 2002). El hecho de que VRK1 permanezca asociada a las 
membranas del aparato de Golgi a lo largo de las distintas fases de la mitosis implica 
que esta proteína forma un complejo estable en dicho orgánulo. Además, también se 
analizó la distribución de esta población tras el tratamiento con drogas que colapsan el 
aparato de Golgi como el nocodazol, la brefeldina A o el ácido okadaico (Dinter and 
Berger, 1998). En todos los casos, la quinasa VRK1 permanece estrechamente 
asociada a las membranas de este orgánulo subcelular. 
Esta población de VRK1 tiene un comportamiento semejante en su localización 
a proteínas de la matriz de dicho orgánulo como la propia Giantina, utilizada como 
marcador, y quinasas como, por ejemplo, Plk3 (Ruan et al., 2004). Lógicamente, hay 
muchas más quinasas localizadas en el aparato de Golgi en interfase, cuya 
localización a lo largo de la mitosis o tras el tratamiento con agentes farmacológicos no 
ha sido estudiada, como, por ejemplo, la quinasa YSK1, que tiene funciones 
relacionadas con la migración celular (Preisinger et al., 2004). La estrecha asociación 
de la quinasa VRK1 con el aparato de Golgi sugiere que esté unida a las membranas 
bien de un modo indirecto, consecuencia de su interacción con Plk3 (tal y como se ha 
descrito en este trabajo), que, a su vez, interacciona con la proteína Giantina (Ruan et 
al., 2004); o bien a través de una interacción directa con una proteína de dicho 
orgánulo, como ocurre con la quinasa YSK1 que interacciona con la proteína GM130 
de la matriz del aparato de Golgi (Preisinger et al., 2004). Por otro lado, esta 
localización también podría venir determinada por una región transmembrana, si 
VRK1, al igual que VRK2A, presentara una en su secuencia. Sin embargo, a diferencia 
de VRK2A, la quinasa VRK1 no tiene ninguna secuencia hidrofóbica que la ancle a 
membranas (Blanco et al., 2006). Por su parte, la población de VRK1 nuclear 
(identificada con el anticuerpo VC) no solapa en ningún momento con la señal de las 
membranas del aparato de Golgi (identificadas por Giantina), pese a encontrarse 
dispersa por el citoplasma en mitosis. Ambos anticuerpos detectan epítopos en VRK1 
en su región carboxilo terminal (aminoácidos 332-396) (Valbuena et al., 2007a), si bien 
el anticuerpo 1F6 reconoce una subpoblación que ningún otro anticuerpo para VRK1 
identifica, lo que sugiere que quizás la quinasa VRK1 localizada en el aparato de Golgi 
presente una modificación postraduccional concreta, únicamente detectada por este 
anticuerpo. 
Estos datos implican una posible función para VRK1 asociada con el aparato 
de Golgi que hasta el momento no había sido descrita. Teniendo en cuenta que las 
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funciones conocidas para VRK1 están relacionadas con señalización celular, cabe 
pensar que esta subpoblación de VRK1 esté implicada en alguna ruta de señalización 
que utilice como scaffold este orgánulo, como ocurre con las MAP quinasas (Mor and 
Philips, 2006) o bien forme parte de alguna ruta de señalización relacionada con el 
transporte de vesículas, como, por ejemplo, la quinasa PKD (Protein Kinase D), que 
regula procesos de fisión de vesículas desde el trans-Golgi (Liljedahl et al., 2001; 
Hausser et al., 2005). 
La presencia de VRK1 en el citoplasma y asociada al aparato de Golgi implica 
que sus posibles dianas de fosforilación no se restringen a proteínas nucleares, que 
eran los sustratos identificados hasta ahora (Sevilla et al., 2004a; Sevilla et al., 2004b; 
Vega et al., 2004; Nichols et al., 2006; Kang et al., 2007). Por lo tanto, la diversa 
localización subcelular de la quinasa VRK1 situada en el núcleo (excluida o no del 
nucleolo), en el citoplasma y en el aparato de Golgi indica una gran variedad de 
posibles funciones, todavía muchas de ellas desconocidas, además de una precisa 
regulación espacial de la quinasa. 
 
 
2. VRK1 y Plk3. 
 
2.1. Análisis de la relación de VRK1 con la quinasa Plk3. 
En el momento de iniciar este estudio solamente se habían identificado dianas de 
fosforilación de VRK1, es decir, proteínas situadas downstream de VRK1 que la 
implicaban en diferentes rutas de señalización. Sin embargo, no se tenía conocimiento 
sobre proteínas reguladoras de esta quinasa. Además, considerando sus diferentes 
patrones de localización subcelular, la identificación de proteínas reguladoras de VRK1 
podría aportar datos sobre funciones asociadas con estas subpoblaciones y permitir, 
por un lado, una mejor comprensión de las funciones biológicas de esta quinasa y, por 
otro, situarla en nuevas rutas de señalización. 
En la actualidad, ya ha sido descrita una proteína reguladora de VRK1 y VRK2, 
la GTPasa Ran, que mediante interacción directa con las proteínas VRK regula la 
actividad quinasa de estas in vitro (Sanz-Garcia et al., 2008). Es decir, se habría 
descrito una proteína reguladora que ejerce su función a través de una interacción, 




Con este fin, se analizó su secuencia de aminoácidos con un programa de 
predicción de motivos funcionales denominado ELM (Puntervoll et al., 2003). De los 
resultados obtenidos, parecieron de especial interés aquellos que identificaban 
posibles modificaciones postraduccionales en VRK1. Así, se predijeron dos sitios 
consenso de fosforilación para CK2 (MOD_CK2_1), un sitio consenso de fosforilación 
para PKA (MOD_ PKA_2), dos sitios consenso de fosforilación para la familia Plk 
(MOD_Plk) y una secuencia consenso de sumoilación por SUMO-1 (MOD_SUMO). 
Para decidir qué motivo funcional debe ser objetivo de la validación experimental, hay 
que tener en consideración varios aspectos. Por un lado, es importante determinar si 
ese sitio funcional candidato es accesible en la estructura de la proteína. Para ello, el 
propio programa posee unos filtros que, haciendo uso de las bases de datos SMART y 
Pfam, permiten descartar aquellas secuencias identificadas dentro del dominio 
globular de la proteína (Bateman et al., 2002; Letunic et al., 2002). Por otro lado, hay 
que tener en cuenta la localización subcelular de la proteína estudiada respecto a su 
posible regulador. Es decir, si esas dos proteínas no se encuentran en el mismo 
compartimento subcelular in vivo, ese motivo funcional debe considerarse como falso 
positivo y descartarse. 
En el caso de VRK1, además de validarse el sitio de fosforilación por la familia 
Plk (descrito en este trabajo), recientemente se ha encontrado que SUMO-1 parece 
estar implicada en la estabilidad de VRK1 (Klerkx et al., 2009a). La sumoilación es una 
modificación postraduccional que regula desde la localización subcelular de una 
proteína hasta su estabilidad y actividad enzimática (Anckar and Sistonen, 2007; Guo 
et al., 2007). De este modo, se ha determinado que la depleción de SUMO-1 mediante 
un ARN de interferencia específico provoca un incremento en los niveles de proteína 
de la proteína VRK1, lo que implica que afecta a su estabilidad o degradación (Klerkx 
et al., 2009a). 
Este trabajo se ha centrado en el estudio de la quinasa Plk3, miembro de la 
familia de serina/treonina quinasas Plk, por dos motivos: la existencia de una 
subpoblación de Plk3 en interfase y en mitosis asociada al aparato de Golgi, que 
situaba a subpoblaciones de VRK1 y Plk3 en el mismo compartimento subcelular, y la 
identificación de Plk3 como posible proteína candidata a interaccionar con VRK1 
mediante técnicas proteómicas. 
La identificación de Plk3 por proteómica fue estadísticamente no significativa, 
ya que los parámetros establecidos para las asignaciones consideraron de alta 
confianza una identificación con un score mayor de 54. Sin embargo, la puntuación 
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obtenida para Plk3 fue de 39 con una cobertura de su secuencia solamente de un 
10%. Considerando que los posteriores ensayos de pulldown e inmunoprecipitación 
confirmaron la interacción VRK1-Plk3, hay que suponer que existió alguna limitación 
en el caso de la identificación de Plk3, posiblemente debido a una baja cantidad de 
proteína de partida y, por tanto, a un número bajo de péptidos experimentales 
(solamente se obtuvieron nueve) con los que realizar la asignación. 
La validez de la identificación de una nueva interacción aumenta cuanto mayor 
y más variado es el número de experimentos que la confirman. Además, la asociación 
de una función biológica a esa nueva relación establecida, aporta veracidad y 
relevancia a esa nueva identificación. Con todo ello, en este trabajo se ha demostrado, 
mediante ensayos de pulldown y coinmunoprecipitación y la consecuente asignación 
de una función biológica, como es la fosforilación de VRK1 por Plk3, que dicha 
interacción es fiable. 
De los dos motivos funcionales predichos para la familia Plk, uno de ellos se 
descartó, ya que se encontraba inaccesible dentro del dominio globular de la quinasa 
(secuencia consenso aa 221-227), mientras que el otro se consideró como el mejor 
candidato a ser fosforilado por la quinasa Plk3 (secuencia consenso DLSVVE, aa 339-
343). De hecho, los resultados obtenidos demuestran que la quinasa VRK1 es 
fosforilada en la serina 342 por la quinasa Plk3, tanto purificada como 
inmunoprecipitada de células, y que dicha fosforilación, no tiene lugar utilizando la 
proteína Plk3 sin actividad quinasa (Plk3K52R) o bien un mutante de VRK1 no 
fosforilable en ese residuo (VRK1S342A). Esta fosforilación es específica de VRK1, ya 
que el resto de los miembros de la familia VRK, que también poseen motivos 
consenso de fosforilación para las proteínas Plk (ver figura 32, página 75), no son 
diana de Plk3. Además, la quinasa Plk1 tampoco fosforila a VRK1. Por lo tanto, la 
fosforilación de VRK1 es muy específica dentro de la familia VRK y por la familia Plk. 
La fosforilación es una modificación postraduccional que juega un papel 
determinante en muchas funciones celulares, regulando la actividad enzimática, la 
localización subcelular y la interacción con otras proteínas de la proteína sustrato en 
cuestión (Hanks et al., 1988; Hanks and Hunter, 1995; Yaffe and Elia, 2001). En este 
caso, la fosforilación de VRK1 por Plk3 en la serina 342 parece estar relacionada con 
la activación de la quinasa VRK1, ya que se demostró que la sobreexpresión de la 
quinasa Plk3 en células HEK293T inducía una activación de la quinasa VRK1 
endógena, medida a través de su autofosforilación. Por otro lado, este dato apoya los 
resultados obtenidos en la fragmentación del aparato de Golgi inducida tras la 
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sobreexpresión de Plk3 (Ruan et al., 2004), que es bloqueada al cotransfectarse con el 
mutante de VRK1 no fosforilable (VRK1S342A) pero no al cotransfectarse con la quinasa 
VRK1 silvestre (como se ha demostrado en este trabajo). Este resultado sugiere que la 
quinasa Plk3 está fosforilando a VRK1 en serina 342, lo que provocaría su activación y 
tendría como consecuencia la fragmentación del aparato de Golgi. Si la fosforilación 
no tiene lugar, debido a un mutante no fosforilable, la ruta queda bloqueada. Por lo 
tanto, se puede pensar que la quinasa Plk3 sobreexpresada es capaz de fosforilar a la 
proteína VRK1 endógena y activarla, que es lo que se detecta en el ensayo quinasa in 
vitro. 
La estructura de la quinasa VRK1 no está todavía resuelta en la actualidad, si 
bien es cierto que se ha predicho que su región carboxilo terminal (aa 275-396) es 
flexible y probablemente responsable de la regulación de la actividad de la quinasa 
bien por interacción o mediante modificaciones postraduccionales (Lopez-Borges and 
Lazo, 2000). Por lo tanto, es lógico pensar que una fosforilación en esa región tiene un 
efecto sobre la actividad quinasa de VRK1, es decir, la fosforilación de VRK1 en la 
serina 342 localizada en su región carboxilo terminal podría tener como consecuencia 
la regulación de su actividad. Esto mismo ocurre, por ejemplo, con la quinasa CKIδ, 
cuya fosforilación en su dominio carboxilo terminal regula su actividad quinasa (Graves 
and Roach, 1995). 
 La fosforilación de VRK1 por Plk3 constituye la identificación de la primera 
quinasa upstream de VRK1, además de la identificación de la primera modificación 
postraduccional descrita sobre la quinasa VRK1. Por otro lado, estas dos quinasas 
parecen formar un complejo relativamente estable in vivo como se ha demostrado 
mediante los diversos ensayos de pulldown e inmunoprecipitación. De los resultados 
obtenidos a este respecto, cabe resaltar que se ha detectado la interacción de las dos 
proteínas endógenas, si bien es claramente una subpoblación (en torno a un 4%) la 
que interacciona. Además, el hecho de que la interacción de la quinasa VRK1 
endógena con la quinasa Plk3 inactiva (Plk3K52R) sea mayor que con la quinasa Plk3 
silvestre apoya que VRK1 es sustrato de Plk3, de modo que, al utilizar la proteína Plk3 
inactiva, la interacción es más estable porque no puede fosforilarse y permanece 
retenida. Aparte de la interacción entre ambas proteínas, también se ha demostrado la 
colocalización de estas en el citoplasma y parcialmente en el aparato de Golgi, lo que 
sugiere que al menos una subpoblación de ambas proteínas puede estar formando un 
complejo que pudiera estar asociado a las membranas del aparato de Golgi 
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consecuencia de la interacción directa de Plk3 con la proteína Giantina (Ruan et al., 
2004). 
 
2.2. Implicación de VRK1 en la dinámica del aparato de Golgi en 
división celular. 
La quinasa VRK1 se caracteriza por su expresión relativamente elevada en células 
con alta tasa de crecimiento y por correlacionar positivamente con marcadores de 
proliferación como, por ejemplo, Ki67 (Nezu et al., 1997; Santos et al., 2006). Además, 
se le han atribuido distintas funciones a lo largo del ciclo celular, siendo clave para la 
transición G0/G1, así como para algunas funciones mitóticas, como la compactación 
de la cromatina o el desensamblaje/reensamblaje de la envuelta nuclear (Nichols et 
al., 2006; Kang et al., 2007; Valbuena et al., 2008b). La quinasa VRK1 también se 
caracteriza por ser una proteína muy estable, de larga vida media (Valbuena et al., 
2008b), cuya actividad quinasa es regulada en el ciclo celular (Kang et al., 2007). 
En este trabajo se ha demostrado que VRK1 se activa en mitosis y que esta 
activación decae tras entrar en la fase G1 del ciclo celular. Sin embargo, a diferencia 
de lo descrito por otros autores (Kang et al., 2007), no se detectan cambios en el nivel 
de proteína de VRK1 en el ciclo celular ni por inmunoblot ni por inmunofluorescencia. 
Es decir, cambian sus niveles de actividad pero no sus niveles de proteína, al menos, 
en mitosis y fase G1 del ciclo celular. 
La quinasa VRK1, al igual que otras quinasa mitóticas como, por ejemplo, 
Cdc2, tiene un pico de activación en aquella fase del ciclo celular en la que realiza 
funciones específicas, en este caso, la mitosis. Además, VRK1, al igual que estas 
quinasas mitóticas, tiene varias funciones en esa fase, tal y como ocurre con la 
quinasa Cdc2, que participa en la condensación de los cromosomas, la formación del 
huso mitótico, el desensamblaje de la envuelta nuclear y la fragmentación del aparato 
de Golgi (Nigg, 1995; Lowe et al., 1998). Para VRK1 se han descrito hasta el momento 
dos funciones en mitosis, por lo que cabe esperar que tenga más funciones que 
todavía no han sido identificadas. 
Considerando la relación establecida entre las quinasas Plk3 y VRK1, las 
funciones descritas para Plk3 y la localización subcelular de ambas, se decidió 
analizar la implicación de VRK1 en la ruta de fragmentación del aparato de Golgi en 
mitosis, en la que se había identificado a la quinasa Plk3 situada por debajo de MEK1 
(Xie et al., 2004). 
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Para ello se demostró que, efectivamente, el pico de actividad de VRK1 en 
mitosis correlacionaba con la activación de las quinasas MEK1 y Plk3, y que VRK1 se 
situaba por debajo de MEK1 y, por ende, de Plk3. Así, tras la sobreexpresión de 
MEK1, la quinasa VRK1, al igual que Plk3, se activa. Además, su actividad se ve 
reducida tras el tratamiento con el inhibidor PD98059, que inhibe a MEK1. Estos 
resultados sitúan a VRK1 como parte de una ruta de señalización en la que están 
involucradas Plk3 y MEK1. Es decir, la quinasa VRK1 sería un nuevo elemento de una 
ruta ya establecida en la que MEK1 señaliza la fragmentación del aparato de Golgi a 
través de la quinasa Plk3 entre otras y en la que VRK1 es la quinasa situada por 
debajo de Plk3, cuya diana de fosforilación es su serina 342 (como ha sido descrito en 
este trabajo). 
Para demostrar que la ruta propuesta MEK1-Plk3-VRK1 funciona in vivo en la 
señalización de la dinámica del aparato de Golgi en división celular, se llevaron a cabo 
experimentos de sobreexpresión y experimentos de depleción. 
Tanto la sobreexpresión de MEK1 como la de Plk3 inducen la fragmentación 
del aparato de Golgi de células en interfase, mientras que en células previamente 
tratadas con el inhibidor PD98059 se evita dicha fragmentación. Por su parte, la 
quinasa Plk3 inactiva (Plk3K52R) es capaz de bloquear la fragmentación inducida por 
MEK1, lo que la sitúa por debajo de esta (Xie et al., 2004). En este trabajo se ha 
demostrado que el sistema funciona bajo nuestras condiciones experimentales, ya que 
tanto la sobreexpresión de MEK1 como la de Plk3 inducen la fragmentación de las 
membranas del aparato de Golgi de células HeLa en interfase, mientras que en las 
células que han sido previamente incubadas con el inhibidor PD98059 se evita dicho 
proceso. La quinasa VRK1 se sitúa como clave en la ruta MEK1-Plk3 ya que la 
sobreexpresión de la proteína VRK1 inactiva (VRK1K179E) bloquea tanto la señalización 
iniciada por MEK1 como por Plk3. Esto implica, por un lado, que la quinasa VRK1 se 
encuentra, efectivamente, por debajo de MEK1 y Plk3 y, por otro, que la actividad 
quinasa de esta es necesaria para la transmisión de la señal. El hecho de que sea 
necesaria la actividad quinasa de VRK1, al igual que lo es la de Plk3, implica que tanto 
Plk3 como VRK1 tienen dianas de fosforilación que determinan que tenga lugar el 
proceso. En el caso de Plk3, la diana de fosforilación sería VRK1, como se demuestra 
al utilizar un mutante no fosforilable en serina 342 (VRK1S342A), que bloquea la señal 
de Plk3. La quinasa VRK1 silvestre por sí sola no induce la fragmentación del aparato 
de Golgi aunque sí transmite la señal de la quinasa Plk3 sobreexpresada, lo que 
sugiere que necesita de una activación específica que suponemos será la fosforilación 
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en la serina 342. De hecho, la sobreexpresión de un mutante mimético de fosforilación 
en ese residuo (VRK1S342D) es capaz de inducir el efecto. 
Como ya se ha comentado, tanto la sobreexpresión de MEK1 como de Plk3 
inducen la fragmentación del aparato de Golgi (Xie et al., 2004). Sin embargo, si 
previamente se ha deplecionado la proteína VRK1 mediante ARN de interferencia 
específico, ni la sobreexpresión de MEK1 ni la de Plk3 son capaces de inducir el 
proceso de fragmentación, lo que confirma a VRK1 como un nuevo elemento en esta 
ruta de señalización. 
La organización intracelular de módulos de señalización está bien establecida 
en el contexto de las MAP quinasas que se organizan en grupos de tres quinasas 
consecutivas normalmente mediante una proteína de anclaje en el citoplasma, 
aunque, en muchas ocasiones, hacen uso de compartimentos subcelulares que 
funcionan como sitios de anclaje (Harding et al., 2005; Mor and Philips, 2006). Sin 
embargo, del ensamblaje de otros complejos de señalización que impliquen otras 
familias de quinasas existen menos datos y, bajo este contexto, la identificación de un 
complejo estable Plk3-VRK1 representa un importante hallazgo, ya que, por un lado, 
se ha establecido una nueva ruta de señalización que utiliza como sitio de anclaje el 
aparato de Golgi y, por otro, se ha implicado esta ruta en una función concreta como 
es la fragmentación de ese orgánulo. 
En la dinámica del aparato de Golgi en división celular se han establecido dos 
niveles de regulación (la fosforilación y la monoubiquitinación), de tal modo que este 
orgánulo sufre ciclos de fosforilación/desfosforilación y ubiquitinación/deubiquitinación 
coordinados con su desensamblaje/reensamblaje en mitosis. En la regulación mediada 
por fosforilación se han descrito diversas quinasas, como Plk1, ERK1c, ERK2, Cdc2 y 
las ya nombradas, MEK1 y Plk3. Algunas de estas quinasas parecen poder agruparse 
en una de las fases del proceso de fragmentación: la rotura lateral de las cisternas, 
donde se ha demostrado que estaría implicada MEK1, y el desensamblaje de estas, 
donde se ha demostrado que estarían implicadas Plk1 y Cdc2 (ver figura 15, página 
43) (Acharya et al., 1998; Kano et al., 2000; Lin et al., 2000; Jesch et al., 2001a; 
Shorter and Warren, 2002; Colanzi et al., 2003a; Xie et al., 2004). Puesto que VRK1 se 
encuentra por debajo de MEK1 y Plk3, se podría suponer que está involucrada en la 
rotura de las uniones laterales de las cisternas. Sin embargo, no se puede confirmar si 
este es el caso, ya que no se han realizado experimentos específicos al respecto. El 
fenotipo observado por inmunofluorescencia en los ensayos realizados en este trabajo 
es la consecuencia de la activación de la ruta dependiente de la quinasa MEK1, lo que 
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significa que no es el fenotipo real de la situación en mitosis donde actuarían además 
otras proteínas. De hecho, el promedio de fragmentos obtenidos tras la 
sobreexpresión de MEK1 o Plk3 no es el mismo ni en número ni en tamaño que el que 
tiene lugar en mitosis. Se ha calculado que el número máximo y el tamaño mínimo de 
fragmentos de aparato de Golgi de células HeLa en mitosis es en torno a 130 
fragmentos con un tamaño de 0,25-1 μm (Shima et al., 1997; Shima et al., 1998). El 
número observado en los experimentos realizados en este estudio es de 30-45 
fragmentos con un tamaño de 1,5-2 μm, lo que significaría que se está reproduciendo 
parcialmente el proceso de fragmentación. 
La quinasa VRK1 tiene diversas funciones a lo largo del ciclo celular, siendo 
necesaria para la salida de fase G0 (Valbuena et al., 2008b) y esencial en la fase 
G2/M. VRK1 fosforila a la histona H3, que es necesaria para la condensación de la 
cromatina y la formación de una estructura cromosómica adecuada en la transición 
G2/M (Kang et al., 2007) y también a la proteína BAF, que se encarga del anclaje de la 
cromatina a la envuelta nuclear en interfase, de modo que su fosforilación por VRK1 la 
libera de la cromatina, permitiendo la condensación de esta y la fragmentación de la 
envuelta nuclear al inicio de mitosis (Nichols et al., 2006). 
En este trabajo se ha demostrado que la quinasa VRK1 tiene, al menos, una 
función más en mitosis, donde estaría formando parte de una ruta que señaliza la 
fragmentación del aparato de Golgi, proceso que, además de ser necesario para el 
reparto de dicho orgánulo entre las dos células hijas, parece clave para la entrada en 













Figura 63. Funciones de VRK1 en mitosis. La quinasa VRK1 es clave en la transición G0/G1 y 
en mitosis con funciones en la compactación de la cromatina, la dinámica de la envuelta nuclear y 
la fragmentación del aparato de Golgi. 
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Como ya se ha comentado, en el proceso de fragmentación del aparato de 
Golgi en división celular son clave las quinasas y, por tanto, sus dianas de 
fosforilación. Los sustratos descritos hasta ahora están relacionados básicamente con 
dos procesos: el mantenimiento de la estructura de este orgánulo y los procesos de 
fusión. Con respecto al primer grupo, se han identificado fosforilaciones en GRASP55 
y GRASP65 que tienen como consecuencia la interrupción de su oligomerización en 
trans, lo que lleva a la rotura de las conexiones laterales y entre cisternas del aparato 
de Golgi (Wang et al., 2003b; Xiang and Wang, 2010). En lo referente al segundo 
grupo, están las ATPasas NSF y VCP y sus proteínas relacionadas, cuyas 
fosforilaciones tienen como efecto la inhibición de los mecanismos de fusión, es decir, 
los procesos de fisión permanecen activos pero no los de fusión, lo que termina dando 
lugar a la fragmentación del aparato de Golgi (Misteli and Warren, 1994; Lowe et al., 
1998; Uchiyama et al., 2003). 
Otra de las identificaciones obtenidas del estudio de posibles proteínas 
candidatas a interaccionar con VRK1 fue la ATPasa VCP (datos del laboratorio). En 
esta ocasión, la identificación mediante técnicas proteómicas fue estadísticamente 
significativa con una puntuación de 133 y una cobertura en su secuencia de un 18%. 
Teniendo en cuenta la función de VCP en el proceso de desensamblaje/reensamblaje 
del aparato de Golgi en división celular, se decidió continuar con su estudio, 
considerando la posibilidad de que VCP fuera la proteína diana en la fragmentación 
del aparato de Golgi mediada por la quinasa VRK1. 
La validez de una interacción viene determinada por el número de 
experimentos que la confirman y la asociación de una función biológica a esa nueva 
relación establecida. Por ello, se realizaron diferentes ensayos de pulldown que 
demostraron que, efectivamente, ambas proteínas interaccionaban in vivo. Además, 
una interacción más estable de VCP con la quinasa VRK1 inactiva (VRK1K179E), junto 
con la necesidad de la actividad quinasa de VRK1 para poder transmitir la señal 
iniciada por MEK1 y Plk3, hizo suponer que, en efecto, VCP pudiera ser sustrato de 
VRK1. 
En los primeros ensayos quinasa realizados se usaron tanto VRK1 como VCP 
purificadas. En estas condiciones, se detectó que la actividad quinasa de VRK1 era 
menor en presencia de VCP. Previamente a estos ensayos, se había identificado a la 
GTPasa Ran como regulador negativo de la actividad de VRK1 in vitro a través de su 
interacción con la quinasa (Sanz-Garcia et al., 2008). Por tanto, para descartar que se 
pudiera estar ante un fenómeno similar, se llevaron a cabo experimentos quinasa con 
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la ATPasa VCP previamente tratada con el inhibidor denominado NEM. Este inhibidor 
es un agente alquilante que impide la unión de ATP debido a que bloquea los grupos 
tioles libres sin afectar a la estructura de la ATPasa (Song et al., 2003). Se demostró 
que, cuando la ATPasa era incapaz de unir ATP, la quinasa VRK1 recuperaba los 
niveles normales de actividad, lo que permitió concluir que debía existir competencia 
por el ATP. Aún así no se logró detectar fosforilación de VCP por VRK1 mediante un 
ensayo quinasa clásico, lo que hizo pensar en la posibilidad de que VRK1 necesitara 
de alguna activación específica, ambiente concreto u otra proteína que permitiera la 
fosforilación de VCP. 
Por ello, se decidió utilizar la quinasa VRK1 precipitada de células y, de este 
modo, se demostró que la ATPasa VCP era sustrato de VRK1. Por un lado, se utilizó 
la quinasa VRK1 inmunoprecipitada de células HEK293T y la ATPasa VCP purificada 
como sustrato y, por otro, la quinasa VRK1 precipitada de células mediante pulldown y 
un posterior ensayo quinasa de sus proteínas endógenas asociadas, siendo una de 
ellas la ATPasa VCP. El hecho de que la proteína VRK1 precipitada de células fuera 
capaz de fosforilar a VCP tanto purificada como endógena corroboró que existía algún 
parámetro no identificado que hacía posible dicha fosforilación. Se descartó que la 
fosforilación fuera consecuencia de la precipitación de otras quinasas asociadas a 
VRK1, ya que, ni la quinasa VRK1 inactiva (VRK1K179E) ni la quinasa VRK1 silvestre 
tratada con fosfatasa, fosforilaban a VCP. Además, el hecho de que el tratamiento de 
VRK1 con fosfatasa alcalina redujera su actividad drásticamente y no fuera capaz de 
fosforilar a su sustrato VCP apunta a que alguna fosforilación por otra quinasa o la 
propia autofosforilación hacen que VRK1 sea activa. Muchas quinasas regulan su 
actividad catalítica a través de la autofosforilación de algún residuo en su segmento de 
activación, como ocurre, por ejemplo, con la quinasa MST1 (Mammalian STerile20-like 
1), cuya actividad se regula mediante autofosforilación en su treonina 183 localizada 
en esa región (Praskova et al., 2004). En el caso de VRK1, no existen datos a este 
respecto. Sin embargo, hay dos treoninas altamente conservadas en su loop P+1 
dentro del segmento de activación cuya fosforilación podría regular su actividad 
catalítica. 
De los distintos cofactores que utiliza VCP para llevar a cabo sus funciones, 
p47 es el cofactor con el que participa en el proceso de fragmentación del aparato de 
Golgi en mitosis. Además, este cofactor es fosforilado por la quinasa Cdc2 provocando 
su deslocalización de las membranas del aparato de Golgi, lo que lleva a la inhibición 
de los procesos de fusión dependientes de VCP (Uchiyama et al., 2003). VRK1, a 
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diferencia de Cdc2, no fosforila a p47 bajo ninguna de las condiciones experimentales 
usadas y su presencia tampoco tiene efecto sobre la fosforilación de VCP por VRK1. 
Es decir, la fosforilación de VCP por la quinasa VRK1 no se ve afectada por la 
presencia o ausencia del cofactor p47. Esto sugiere que probablemente VRK1 no 
fosforila a VCP en su dominio amino terminal, que es la zona de interacción con p47 
(Dreveny et al., 2004). La ATPasa VCP está compuesta por cuatro dominios, la región 
amino terminal (aa 1-187), dos dominios ATPasa (aa 208-459 y 481-761) y una región 
carboxilo terminal (aa 761-806), que es la zona más flexible de la proteína y donde se 
han descrito muchas de sus fosforilaciones y predicho numerosos residuos 
susceptibles de ser fosforilados (Wang et al., 2004a; Mori-Konya et al., 2009). Así, a 
pesar de que no ha sido demostrado si la fosforilación por VRK1 tiene lugar en el 
dominio carboxilo terminal, lo más probable es que este sea el caso. 
Trasladado a un contexto celular, todavía no se ha determinado qué efecto 
tiene esta fosforilación in vivo y su posible relación con la ruta de fragmentación de la 
que VRK1 forma parte. Considerando que los mecanismos de fusión deben inhibirse 
para que tenga lugar la fragmentación, cabría pensar que esta fosforilación estuviera 
inhibiendo la actividad ATPasa de VCP, lo cual se podría descartar de la observación 
de los ensayos quinasa realizados, en los que se ha demostrado como VCP compite 
por el ATP en presencia de VRK1, lo que hace suponer que es perfectamente activa. 
Además, las fosforilaciones que han sido descritas para VCP tienen efecto sobre su 
localización y su interacción con otras proteínas pero no sobre su actividad ATPasa. 
Así, por ejemplo, la fosforilación por la quinasa Akt regula su interacción con proteínas 
ubiquitinadas, lo que las determina para su degradación por el proteasoma (Klein et 
al., 2005). De hecho, la fosforilación de p47 por Cdc2 tiene como consecuencia la 
deslocalización del complejo p47-VCP de las membranas del aparato de Golgi 
(Uchiyama et al., 2003). Una posibilidad sería que la quinasa VRK1, a través de la 
fosforilación de VCP, estuviera cooperando con Cdc2 en la deslocalización de la 
ATPasa. Sin embargo, con los datos de que se dispone no podemos concluir si este 
es el caso. 
Como resultado preliminar a la relación de VRK1 y VCP in vivo, se ha 
demostrado que ambas están relacionadas bajo el mismo marco temporal. Como se 
ha explicado, la quinasa VRK1 se activa en mitosis para llevar a cabo sus funciones, al 
igual que MEK1 y Plk3. Se demostró que la ATPasa VCP era fosforilada tras su 
incubación con extractos celulares y que dicha fosforilación era máxima en mitosis, 
coincidiendo con la activación de VRK1. Además, al deplecionar VRK1 de células 
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mitóticas, esa fosforilación no se detectaba, lo cual hace suponer que VRK1 podría ser 
la quinasa responsable de la fosforilación de VCP en mitosis. Estos datos sitúan a 
VRK1 y VCP en una función in vivo que tiene lugar en mitosis. Ahora bien, si esa 
fosforilación está o no relacionada con la ruta MEK1-Plk3-VRK1 que lleva a la 
fragmentación del aparato de Golgi en mitosis, está por demostrar. 
 
En este estudio se ha identificado a la quinasa VRK1 como un nuevo elemento de una 
ruta ya establecida, formada por las quinasas MEK1 y Plk3. Esta cascada de 
señalización utiliza como sitio de anclaje el aparato de Golgi y constituye una de las 
rutas por las cuales se regula la fragmentación de este orgánulo en la transición G2/M 
del ciclo celular. Como posible efector de la quinasa VRK1 se propone a la ATPasa 
VCP, cuya función debe estar bloqueada para que pueda tener lugar la fragmentación. 
Lógicamente, este último dato es solamente una hipótesis, ya que no se han realizado 
todavía experimentos específicos que involucren directamente a la ATPasa VCP como 
















Figura 64. VRK1 y su implicación en la fragmentación del aparato de Golgi. En el diagrama se 
explica la situación de las quinasas MEK1, Plk3 y VRK1 en el proceso de fragmentación del 
aparato de Golgi en división celular. La proteína diana propuesta para VRK1 es la ATPasa VCP, 



















Se ha identificado una subpoblación de VRK1 asociada al aparato 
de Golgi. 
 
Esta subpoblación de VRK1 permanece asociada al aparato de 
Golgi en interfase, en mitosis e incluso tras el tratamiento con 
agentes que colapsan dicho orgánulo. 
 
VRK1 forma un complejo estable con la quinasa Plk3. 
 
La quinasa Plk3 fosforila a VRK1 en la serina 342, residuo que es 
clave para la fragmentación del aparato de Golgi inducida por MEK1 
y Plk3. 
 
VRK1 constituye un nuevo elemento de una ruta ya establecida en 
la que MEK1 señaliza la fragmentación del aparato de Golgi a través 
de Plk3 y esta, a su vez, a través de VRK1. 
 
La ATPasa VCP es una nueva diana de fosforilación de VRK1, la 
cual se propone como posible efector de la ruta que lleva a la 
fragmentación del aparato de Golgi en división celular de la que 















































1. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos. 
 
1.1. Obtención de ADN codificante y generación de vectores recombinantes. 
Con objeto de generar y clonar el ADN codificante completo de VCP (nucleótidos 390-
2810), se diseñaron los oligonucleótidos VCP-BamHI y VCP-NotI basados en la 
secuencia de la base de datos GeneBank (NM_007126). Una vez obtenido el ADNc de 
células Jurkat mediante RT-PCR, se utilizó 1 μl de la RT-PCR, junto con el tampón de 
PCR, 0,5 μl de Taq ADN polimerasa (Promega, Madison, WI, USA), 125 ng de cada 
oligonucleótido, 1,5 mM de MgCl2 y 1 µl de dNTPs (Boehringer Mannheim Corporation, 
Indianápolis, USA) en un volumen final de 50 µl. La amplificación se llevó a cabo 
según el siguiente programa de PCR: 10 minutos a 95ºC, 30 ciclos de 1 minuto a 
95ºC, 40 segundos a 55ºC y 40 segundos a 72ºC y, por último, un ciclo de terminación 
de 10 minutos a 72ºC. El producto de PCR se clonó en el vector comercial pCR2.1 
según las instrucciones del sistema TA Cloning Kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA). 
Los productos ya clonados fueron secuenciados y subclonados a los vectores de 
destino. 
El resto de las construcciones generadas para este estudio fueron 
subclonaciones directas de las secuencias de ADNc de unos vectores a otros 
mediante reacciones de digestión y posterior reacción de ligación. En algunos casos, 
las enzimas de restricción no eran las indicadas y se generaron nuevos sitios de 
restricción para la subclonación mediante PCR y oligonucleótidos específicos 
utilizando como ADN molde el ADNc. Para las reacciones de digestión se usaron 
enzimas de restricción (Promega, Madison, WI, USA o Fermentas Inc, MD, USA) y la 
reacción de ligación se llevó a cabo con la enzima T4 ADN ligasa (Promega, Madison, 
WI, USA) según Sambrook (2001) (Sambrook, 2001). Las construcciones obtenidas se 
transformaron en las cepas de Escherichia coli  DH5α o BL21DE3, que se 
seleccionaron utilizando antibióticos específicos para cada vector. Así, se aislaron y 
guardaron aquellos clones que habían incorporado la construcción correcta. La 
confirmación de cada clon se realizó mediante enzimas de restricción, electroforesis 
en geles de agarosa y, por último, secuenciación. 
 
1.2. Aislamiento de ADN plasmídico. 
El método usado para el aislamiento de ADN plasmídico a pequeña escala a partir de 
E.coli fue la lisis alcalina, descrito por Birboim y Doly (1979) (Birnboim and Doly, 1979). 
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El aislamiento de ADN plasmídico a gran escala (Maxiprep) se realizó mediante el 
sistema comercial JETStar Maxi Kit (Genycell Biotech España, Granada, España). 
 
1.3. Determinación de la concentración de ácidos nucleicos. 
La concentración de ADN se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm en un 
espectrofotómetro U-2001 UV/Visible (HITACHI). Para ello, se consideró la relación de 
absorbancia 260/280 nm. Esta concentración se corroboró mediante electroforesis en 
geles de agarosa. 
 
1.4. Electroforesis de fragmentos de ADN. 
La separación de fragmentos de ADN en función de su tamaño se realizó mediante 
electroforesis en geles de agarosa preparados entre un 0,8% y un 1,2% de agarosa, 
según el caso. El tampón de carga estaba compuesto por 0,25% Bromophenol Blue y 
15% Ficoll en agua. El tampón de carrera en todos los casos fue TAE (Tris-acetato 
40mM, EDTA 1mM). El marcador de tamaño de ADN utilizado fue 1Kb Ladder 
(BIOTOOLS, Biotech & Medical laboratories, Madrid, España). 
 
1.5. Transformación. 
Los plásmidos utilizados se transformaron en bacterias E. coli competentes de las 
cepas DH5α o BL21DE3, según fueran para obtener ADN o proteína. 
La transformación, en todos los casos, se realizó por choque térmico. Para ello, 
primero se incubaron a 4ºC durante 20 minutos. A continuación, se procedió con un 
choque térmico de 5 minutos a 37ºC. Después, se incubaron a 4ºC durante 5 minutos 
y se les añadió 1 ml de medio LB. De este modo, se incubaron 1 hora en agitación a 
37ºC (tiempo durante el cual se expresa el gen de resistencia a antibióticos). 
Transcurrido este tiempo, se plaquearon en placas de Petri de LB-agar con el 
antibiótico de selección correspondiente, normalmente ampicilina (50 µg/ml). Las 
placas se incubaron 12-16 horas a 37ºC y después se procedió al análisis de las 
colonias obtenidas. 
 
2. Mutagénesis dirigida. 
Para realizar la mutagénesis en nucleótidos puntuales, se utilizó el método 
recomendado por el sistema comercial QuickChange Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene, San Diego, California, USA). 
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Para ello, se utilizaron como sustrato 50 ng de ADN, 125 ng de cada 
oligonucleótido, 1 µl de dNTPs (Boehringer Mannheim Corporation, Indianápolis, USA), 
tampón de PCR [KCl 100mM, (NH4)SO4 100mM, Tris-HCl 200mM pH 8,8, MgSO4 
20mM, Tritón X-100 1%, BSA 1 mg/ml, de Stratagene, San Diego, California, USA] y 
una unidad de la enzima Pfu Turbo DNA Polimerase (Stratagene, San Diego, 
California, USA) en un volumen final de 50 µl. Para la mutación de una sola base, las 
condiciones de la reacción fueron un Hot Start de 15 minutos a 95ºC previo a la 
adición de la enzima. Tras la adición de la enzima, los ciclos fueron de 95ºC durante 
30 segundos, seguido de 16 ciclos que consistían en 90 segundos a 95ºC, 90 
segundos a 55ºC y una elongación de 15 minutos a 68ºC. Tras la reacción de PCR, el 
ADN sustrato se eliminó mediante la endonucleasa DpnI (Promega, Madison, WI, 
USA). Esta endonucleasa se caracteriza por su acción específica sobre secuencias 
metiladas y hemimetiladas, resultando así seleccionadas las copias mutantes. El 
producto de PCR así tratado se analizó mediante electroforesis en geles de agarosa y 
se transformó en cepas competentes DH5α o BL21E3 de E. coli según la finalidad. 
 
3. Purificación de proteínas de fusión. 
 
3.1. Purificación de proteínas de fusión unidas a GST. 
La expresión y purificación de proteínas de fusión unidas a GST (Glutatión-S-
Transferasa, Amersham Biosciences) se realizó a partir de plásmidos transformados 
en la cepa BL21DE3 de E. coli. Para ello, los clones se crecieron 12-16 horas a 37ºC 
en agitación en medio selectivo (LB con ampicilina 50 µg/ml). A continuación, se 
realizó una dilución 1:10 del preinóculo en medio selectivo fresco y se dejó crecer 
hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,6-0,8. En ese momento, cuando el 
cultivo se encuentra en fase exponencial, se indujo la expresión de la proteína de 
fusión, añadiendo IPTG (Boehringer Mannheim Corporation, Indianápolis, USA) hasta 
una concentración final de 0,1-1mM y se incubó de 2-4 horas. Tras ese tiempo, el 
cultivo se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos. Se retiró el sobrenadante y se 
procedió a resuspender las células en tampón de lisis (PBS 1X frío, 1% Tritón X-100, 
0,2 µg/ml lisozima, 1mM PMSF, 5mM DTT, 10 µg/ml aprotinina, 10 µg/ml leupeptina). 
La supensión se sonicó a baja potencia con cinco pulsos de 10 segundos cada uno a 
4ºC en un sonicador Misonic XL2010. Se incubó 30 minutos en hielo y después se 
centrifugó 30 minutos a 30.000 rpm a 4ºC. El sobrenadante resultante contiene las 
proteínas solubles, entre las cuales se encuentra de modo mayoritario la proteína de 
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fusión expresada. Esta fracción soluble se incubó 12 horas con la resina Glutathion 
Sepharose (Glutathion Sepharose 4B beads, Amersham Biosciences, Uppsala, 
Suecia) en agitación vertical suave. Una vez unida la proteína de fusión a la resina, se 
lavó la resina varias veces en tampón de lisis (sin lisozima). La pureza de la proteína 
obtenida se analizó por electroforesis SDS-PAGE seguida de tinción Coomassie o 
inmunoblot. 
 La concentración proteica se determinó por colorimetría mediante Bio-Rad 
Protein Assay (Bio-Rad, Hércules, CA, USA), utilizando BSA para establecer una recta 
patrón. 
 Algunas proteínas de fusión se separaron de su epítopo GST por digestión con 
trombina (10 unidades/mg de proteína de fusión) de 16-20 horas a temperatura 
ambiente. A continuación, se centrifugó durante 5 minutos a 1.800 rpm y se guardó el 
sobrenadante, correspondiente a la proteína purificada. 
 
3.2. Purificación de proteínas de fusión unidas al epítopo 6xHis. 
El protocolo utilizado fue el mismo que para la purificación de proteínas de 
fusión unidas a GST, salvo que el tampón de lisis contiene 10mM de imidazol (Merck, 
Darmstadt, Alemania) y carece de DTT. La resina usada en este caso fue TALON 
Metal Affinity Resin (BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA) con afinidad por histidinas. 
 
4. Tinción con azul de Coomassie. 
Para monitorizar el proceso de purificación y para comprobar la correcta expresión de 
las proteínas, las distintas fracciones proteicas obtenidas se separan por tamaño 
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE. Los geles de poliacrilamida se tiñeron 
con solución Coomassie (0,5% de Coomassie Brilliant Blue R250, 50% metanol, 10% 
ácido acético glacial) durante 10 minutos a temperatura ambiente y se destiñeron con 
solución de distinción (50% metanol, 10% ácido acético glacial) en agitación hasta la 
correcta visualización de las bandas de interés. Finalmente, los geles se secaron en 
un secador de geles (Biorad) durante 2 horas a 80ºC. 
 
5. Tinción con Ponceau.  
Se trata de un método de tinción reversible que se utiliza para teñir proteínas en 
membranas de PVDF (Immobilon-P Tranfer Membrane, Millipore). La solución de 
tinción está compuesta por 0,2% Ponceau (ácido 3-Hidroxi-4[2-sulfo-4-(4-sulfo-
fenilazo) fenilazo]-2,7-naftalenodisulfónico), 3% ácido sulfosalicílico, 3% ácido 
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tricloroacético y 1% ácido acético en PBS. Para teñir las membranas, se incubaron en 
tinción Ponceau 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se destiñeron 
lavando con agua destilada hasta visualizar las bandas de interés. 
 
6. Ensayos de actividad quinasa in vitro. 
La actividad serina-treonina quinasa se analizó mediante ensayos quinasa in vitro. 
Para ello, se utilizaron aproximadamente de 2-5 µg de proteína quinasa y de 5-10 µg 
de proteína sustrato. Para cada tipo de análisis se usó un tampón quinasa específico. 
En todos los ensayos se añadieron 5 µM de ATP-Mg2+ y 5 µM (5µCi) de [γ32P] ATP y 
se ajustó la reacción a un volumen final de 25-50 µl. La mezcla se incubó durante 30 
minutos a 30ºC en agitación en un agitador Thermomixer Compact de Eppendorf. 
Posteriormente, las muestras fueron procesadas y fraccionadas en un gel de 
poliacrilamida de un porcentaje adecuado al tamaño de las proteínas. Así mismo, 
según el tipo de ensayo el gel fue teñido con tinción de Coomassie, como se ha 
descrito con anterioridad, o bien las proteínas fueron transferidas a una membrana de 
PVDF (Millipore) mediante transferencia húmeda para su posterior análisis por  
inmunoblot o tinción con Ponceau. La radioactividad incorporada se detectó mediante 
autorradiografía en películas de rayos X (Fujifilm) con exposiciones desde minutos a 
horas, según cada caso. La interpretación de las señales de fosforilación se realizó 
utilizando como referencia el gel teñido con Coomassie, el resultado del inmunoblot o 
la membrana teñida con Ponceau. 
 En algunos ensayos, la quinasa o el sustrato utilizado fue previamente 
precipitado mediante la técnica de pulldown o bien por inmunoprecipitación. Tras 
varios lavados con el mismo tampón empleado para la precipitación se realizó el 
ensayo quinasa siguiendo el protocolo ya descrito. La cantidad de extracto proteico 
utilizada para la precipitación fue de 1-2 mg según el ensayo. 
 
6.1. Ensayos de actividad quinasa in vitro para VRK1. 
En aquellos ensayos en los cuales se analizó la actividad de VRK1, el tampón quinasa 
utilizado fue el de las caseína quinasas, el cual consiste en 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 
mM MgCl2, 0,5 mM DTT, 150 mM KCl. 
 
6.2. Ensayos de actividad quinasa in vitro para las Plks. 
En aquellos ensayos en los que se analizó la actividad de Plk3, el tampón quinasa 
utilizado fue el siguiente: 30 mM Hepes pH 7,4, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT y para los 
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ensayos con Plk1, el tampón quinasa estaba compuesto por 20 mM Hepes pH 7,4, 
150 mM KCl, 10 mM MgCl2,, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 5 mM NaF. 
 
6.3 Ensayos de actividad quinasa in vitro para MEK1. 
En los ensayos en los que se usó como quinasa la proteína MEK1, el tampón utilizado 
fue el siguiente: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 20 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT. 
 
7. Cultivo celular. 
Las líneas celulares usadas se cultivaron en flasks o placas para cultivo celular en 
monocapa dentro de un incubador a 37ºC con una atmósfera del 5% CO2 y un 98% de 
humedad relativa. Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% FBS, L-
Glutamina a 2 mM, y los antibióticos penicilina a 50 unidades/ml y estreptomicina a 50 
µg/ml. Para levantar las células se usó Tripsina-EDTA. Los medios y suplementos se 
obtuvieron de GIBCO (Invitrogen). 
 Las diferentes líneas celulares se observaron con un microscopio óptico 
invertido Zeiss Axiovert 25. Para hacer las fotos se usó una cámara digital 
(HAMAMATSU) asociada a un microscopio óptico invertido Zeiss Axiovert 135. 
 
8. Transfecciones transitorias de ADN en células de mamífero en cultivo 
monocapa. 
Para todos los experimentos de sobreexpresión de proteínas en células eucariotas se 
realizaron transfecciones transitorias de ADN en células en cultivo. Para ello, se 
sembraron las células 24 horas antes de la transfección a una densidad de modo que 
se encuentraran entre un 60-80% de confluencia en el momento de la transfección. 
Las células se transfectaron con las construcciones de ADN indicadas en cada 
experimento con uno de los siguientes reactivos: 
 a) Transfección con el reactivo JetPEITM Cationic Polymer Transfection 
Reagent (Polyplustransfection, Illkirch, Francia). Se diluyeron por separado el ADN y el 
reactivo JetPEI en un volumen determinado de 150 mM NaCl, en una proporción 
N/P=5 (ratio que indica el número de residuos de nitrógeno del reactivo por fosfato del 
ADN, que sería la medida del balance iónico de los complejos). A continuación, se 
mezcló cada una de las muestras y se añadió la solución de JetPEI sobre la solución 
de ADN. Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente de 15-30 minutos. Por último, 
se añadió a las células y se homogeneizó con el medio de cultivo. 
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 b) Transfección con el reactivo Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen). Se 
diluyeron por separado el ADN y el reactivo Lipofectamine en un volumen determinado 
de Opti-MEM (GIBCO, Invitrogen), en una relación de µg de ADN/ µl de Lipofectamine 
de 1/3. Se mezcló cada una de las muestras y, tras 5 minutos se añadió la solución de 
Lipofectamine sobre la solución de ADN. Esta mezcla se incubó a temperatura 
ambiente 20 minutos. A continuación, se añadió a las células y se homogeneizó con el 
medio de cultivo sin antibióticos. Tras 12 horas se cambiaron las células a medio 
fresco con antibióticos. 
 En todos los casos se mantuvo la cantidad de ADN transfectado constante 
mediante la adición de un vector vacío específico para cada ensayo. Como control de 
la eficiencia de transfección se utilizó un vector para la expresión eucariota de la 
proteína fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein). 
 
9. Transfecciones transitorias de ARNi en células de mamífero en cultivo 
monocapa. 
El silenciamiento del gen de VRK1 se realizó mediante dos métodos de ARN de 
interferencia. Por un lado, se utilizaron dúplex de ARN de interferencia (siRNA), 
diseñados usando el algoritmo SMARTselection (Thermo Fisher Scientific., Lafayette, 
CO, USA). El ARNi utilizado para silenciar la quinasa humana VRK1 se denomina 
siGENOME siRNA-02. Como control se utilizó un ARN de interferencia funcional sin 
diana en células humanas denominado ON-TARGETplus siControl non-targeting 
siRNA (Thermo Fisher Scientific., Lafayette, CO, USA). Se transfectaron de manera 
transitoria utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen), según las instrucciones del 
fabricante a una concentración de 80 nM. Tras la transfección, se esperó el tiempo 
necesario según el ensayo y se procedió a realizar ensayos de inmunofluorescencia, 
inmunoblot y en algunos casos se hicieron fotos en un microscopio óptico. La 
secuencia diana para VRK1 se especifica en la tabla V. 
 Por otro lado, se utilizó el sistema de ARN de interferencia por pSUPER 
(Oligoengine, DNAengine, Seattle, WA, USA). Se trata de vectores de expresión en 
eucariotas que dirigen la síntesis de ARN de interferencia dentro de las células. Se 
diseñaron secuencias específicas para la quinasa humana VRK1 con el programa 
Oligoengine (http://www.oligoengine.com/). Estas secuencias se clonaron en el 
laboratorio en los vectores pSUPER, según las instrucciones del fabricante. Como 
control de estos ensayos se utilizó el vector vacío (pSUPERØ). En estos casos, las 
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transfecciones se realizaron con el reactivo JetPEITM Cationic Polymer Transfection 
Reagent (Polyplustransfection, Illkirch, Francia). 
 
10. Electroforesis en geles SDS-PAGE e inmunoblot de extractos proteicos. 
Para la obtención de extractos proteicos totales de células en cultivo, las células se 
lavaron tres veces con PBS frío y, en todos los casos, se recogieron directamente con 
un tampón de lisis específico. Para cada ensayo, se utilizó un tampón específico. A 
todos los tampones de lisis se les añadieron inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 
mM PMSF, 10 µg/ml aprotinina, 10 µg/ml leupeptina, 1 mM DTT, 1 mM ortovanadato 
sódico, 1 mM fluoruro sódico), salvo algunas excepciones en las que se indica. Se 
incubaron 30 minutos en hielo y se centrifugaron durante 20 minutos a 13.000 rpm a 
4ºC. Se recuperó la fracción soluble y se midió la concentración de proteína total por 
espectrometría con el reactivo BIORAD Protein Assay (Biorad) utilizando BSA de 
concentración conocida para hacer la curva patrón. 
 Se resolvió una cantidad igual en todos los puntos de extracto proteico (20-50 
µg) mediante electroforesis vertical en gel SDS-PAGE (sodium-dodecylsulfate-
polyacrilamide gel electrophoresis) con un porcentaje de acrilamida adecuado al 
tamaño de la proteína a analizar. Para ello, las diferentes muestras se procesaron con 
tampón de carga desnaturalizante (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 2,3% SDS, 
0,1% azul de bromofenol, 5% β-mercaptoetanol) y se hirvieron durante 5 minutos. El 
gel se corrió en condiciones desnaturalizantes en tampón de carrera adecuado (25 
mM Tris, 192 mM glicina, 1,7 mM SDS) según (Laemmli, 1970). Como marcadores de 
peso molecular se utilizaron marcadores preteñidos Precision Plus Protein Standards 
Dual Color de Biorad. 
 Las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Immobilon-P 
tranfer membrana, Millipore) mediante transferencia húmeda en tampón de 
transferencia (25 mM Tris, 19,2 mM glicina, de 10-20% metanol) según (Towbin et al., 
1979). 
 
10.1. Tampones de lisis. 
Para cada tipo de ensayo se utilizó un tampón de lisis específico. Así, para los 
ensayos de pulldown su composición fue la siguiente: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 137 mM 
NaCl, 2 mM EDTA, 25 mM β-glicerofosfato, 2 mM pirofosfato tetrasódico, 10% glicerol, 
1% tritón X-100. Para los ensayos de  coinmunoprecipitación, el tampón fue el 
siguiente: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% IGEPAL, 1 mM EDTA. Para los 
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ensayos de inmunoprecipitación y posterior ensayo quinasa el tampón estaba 
compuesto por 20 mM Tris-HCl pH 8, 140 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10% glicerol, 1% 
IGEPAL. 
 
11. Precipitación de proteínas mediante tricloroacético. 
Para concentrar las proteínas que se encuentran en fracciones proteicas diluidas y 
poder determinar la presencia de la proteína de interés mediante inmunoblot, se llevó 
a cabo el siguiente protocolo de precipitación. En primer lugar, se añadió 
tricloroacético a un 10% (v/v). Se mezcló y se centrifugó durante 15 minutos a 15.000 
rpm a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se lavó con acetona fría (100 
µl). Se centrifugó de nuevo durante 15 minutos a 15.000 rpm a 4ºC, se eliminó la 
acetona y se dejó secar al aire. Por último, se resupendió el precipitado en 50 µl de 
tampón de carga desnaturalizante 1X y se hirvieron las muestras durante 5 minutos. 
En este momento, las muestras ya están listas para proceder a la electroforesis en 
geles SDS-PAGE y posterior inmunoblot. 
 
12. Fraccionamientos celulares. 
 
12.1. Aislamiento del aparato de Golgi de células de mamíferos en cultivo 
monocapa según (Balch et al., 1984) por gradiente discontinuo de sacarosa. 
Se partió de extractos proteicos totales (5·105 células/ml) que fueron lisados en un 
tampón específico compuesto de 0,25 M sacarosa y 10 mM Tris-HCl pH 7,4. El lisado 
fue diluido en un volumen final de 6 ml y homogeneizado. A este homogeneizado, se 
le añadieron 6 ml de un tampón compuesto de 2,3 M sacarosa y 10 mM Tris-HCl pH 
7,4 para alcanzar una concentración final de 1,4 M sacarosa. A continuación, se 
añadió 1 mM Na2EDTA. La mezcla se colocó en un tubo Ultra-Clear de centrifugación 
SW28 (25 x 89 mm) de BECKMAN (Beckman Instruments, Inc, Palo Alto, CA, USA) y 
se añadieron 14 ml de 1,2 M sacarosa y 10 mM Tris-HCl pH 7,4 y, por último, 9 ml de 
0,8 M sacarosa y 10 mM Tris-HCl pH 7,4. El gradiente se centrifugó a 90.000 g 
durante 2 horas y 30 minutos. Después, se recogieron fracciones de 2 ml en torno a la 
zona del gradiente de 0,8 M-1,2 M de sacarosa. En total se recogieron 16 fracciones. 
Las proteínas contenidas en las diferentes fracciones fueron precipitadas con 
tricloroacético y analizadas por inmunoblot. 
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12.2. Fraccionamiento membranas-citoplasma. 
Se trata de una técnica para separar membranas de la fracción citoplasmática de 
extractos proteicos. Para ello, el lisado celular (500 µl) se centrifugó a 13.200 rpm 
durante 2 minutos a 4ºC. El precipitado se descartó y el sobrenadante, del que se 
tomó una alícuota, se volvió a centrifugar a 100.000 g durante 1 hora a 4ºC. En esta 
ocasión, no se descartó el sobrenadante, ya que se trataba de la fracción citosólica, si 
bien el precipitado se resuspendió en 100 µl de tampón de lisis con 1% Tritón X-100. 
Se incubó en hielo 1 hora y después se sometió a una nueva centrifugación de 
100.000 g durante 1 hora a 4ºC. El sobrenandante resultante de esta centrifugación 
contiene las membranas. Por último, se procedió a analizar las proteínas contenidas 
en las distintas fracciones: lisado total, citoplasma y membranas por inmunoblot. 
 
13. Inmunoprecipitación. 
Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo a partir de 1-2 mg de extracto proteico 
total. Los extractos fueron lisados en un tampón de lisis específico. En primer lugar, se 
realizó una preincubación con 20 µl de resina Gamma-Bind G Plus Sepharose Beads 
(GE Healthcare) para evitar las uniones inespecíficas durante 30 minutos a 4ºC en 
agitación orbital. A continuación, se eliminó la resina y se incubaron los extractos 
preclareados con el anticuerpo correspondiente para cada ensayo de 12-16 horas a 
4ºC en agitación orbital. Después, se añadieron 30 µl de la resina bloqueada 
previamente con BSA al 1% en PBS. Esta mezcla se incubó 2 horas a 4ºC en 
agitación orbital. Tras este tiempo, la resina se recogió por centrifugación suave (2.000 
rpm) y se lavaron varias veces con el mismo tampón de lisis. Por último, se procesaron 
y se analizaron mediante geles de SDS-PAGE e inmunoblot. 
 
14. Ensayos de interacción por precipitación de proteínas de fusión con GST 
(ensayos de pulldown). 
Estos ensayos se realizaron para precipitar complejos de proteínas fusionadas a GST 
utilizando proteínas purificadas de bacterias que se incubaron con extractos celulares 
o bien proteínas de expresión en células eucariotas. Se utilizaron de 1-2 mg de 
extracto proteico total recogido en un tampón de lisis específico. Para precipitar las 
proteínas de fusión con GST, se incubaron los extractos con 20 µl de resina Glutathion 
Sepharose 4B Beads (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) de 4-12 horas a 4ºC 
en agitación orbital. Tras este tiempo, se recogió la resina por centrifugación suave y 
se lavó varias veces con el mismo tampón de lisis. A continuación, las muestras se 
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procesaron y las proteínas precipitadas se analizaron mediante electroforesis en geles 
SDS-PAGE e inmunoblot. 
 
15. Ensayos de interacción in vitro. 
El ensayo de interacción in vitro del apartado 2.10.2 de la sección de resultados se 
llevó a cabo con proteínas purificadas fusionadas a GST o al epítopo 6xHis. Las 
proteínas se incubaron en 250 μl del tampón VCP (25 mM Tris-HCl, pH 8, 200 mM 
KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5% Glicerol, 1% Tritón X-100) con la resina 
Glutathion Sepharose (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) durante 2h a 4ºC. 
Los precipitados se lavaron extensamente con el mismo tampón, se procesaron con 
tampón de carga y las proteínas precipitadas se analizaron mediante electroforesis en 
geles SDS-PAGE e inmunoblot. 
 
16. Inmunofluorescencia. 
Para detectar la localización subcelular de proteínas sobreexpresadas o endógenas en 
células en cultivo, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia. Para ello, las 
células fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio estériles. En el caso de la línea 
celular HEK293T, estos cubreobjetos fueron previamente tratados con Poly-L-lysine 
(Sigma-Aldrich.Inc, St. Louis, MO, USA). Para ensayos con proteínas 
sobreexpresadas, las células fueron transfectadas como se especifica en el apartado 
8. Transcurridas 12-24 horas, según el tipo de estudio, las células fueron lavadas con 
PBS frío varias veces y fijadas mediante p-formaldehído al 3% en PBS durante 30 
minutos a temperatura ambiente. A continuación, las células fueron tratadas con 
Glicina 10 mM durante 10 minutos a temperatura ambiente para bloquear los sitios 
aldehído libres. Después se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1% en PBS. Se 
bloquearon con 1% de BSA en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente y se 
incubaron con el anticuerpo primario durante 1 hora a 37ºC. Tras varios lavados con 
PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario específico marcado con fluorocromo 
(Cy2-verde o Cy3-rojo). Tras otra serie de lavados con tampón PBS, se tiñeron los 
núcleos celulares con DAPI (4’-6’-diamidino-2-fenilindol) durante 10 minutos en PBS a 
temperatura ambiente. Finalmente, se montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos 
que se sellaron con Gelvatol (Monsanto, St. Louis, MO, USA) o Vectashield (Vector 
laboratorios.Inc, Burlingame, CA, USA). La localización subcelular se analizó mediante 
microscopía confocal utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM510. Las imágenes 
así adquiridas se analizaron con el programa LSM Image Examiner de Zeiss. En el 
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caso de análisis de partículas o grado de colocalización se utilizó el programa ImageJ 
(http: rsb.info.nih.gov/ij) desarrollado por Wayne Rasband (Nacional Institutes of 
Health, Bethesda, MD). Para la medida cuantitativa del grado de colocalización se 
utilizaron varios métodos: 
 - Coeficiente de correlación de Pearson (Rr). Se trata de un método cuyos 
valores van de +1 a -1. Un valor de +1 sería una correlación perfecta; -1 significa una 
perfecta exclusión y cero una correlación aleatoria (Manders, 1992). 
 - Coeficiente de Mander (R). Los valores que se obtienen con este método van 
de cero a +1. En este caso, un valor cero significa poca colocalización y 1 alta 
colocalización (Manders, 1993). 
 - Cociente de correlación de la intensidad (ICQ). Los valores obtenidos van de 
-0,5 a +0,5. De modo que un valor en torno a cero sería una correlación aleatoria; un 
valor negativo sería una tinción segregada y valores positivos implicarían una tinción 
dependiente (Li et al., 2004). 
 Para el análisis cuantitativo del grado de correlación de dos tinciones se deben 
tener en cuenta varios de los métodos, ya que ninguno de ellos es perfecto. De modo 
que lo mejor es analizar las imágenes mediante diferentes métodos y considerar los 
resultados en su conjunto. 
 
17. Análisis mediante citometría de flujo (FACS). 
Para determinar el perfil de ciclo de las células, se realizó un análisis del contenido de 
ADN mediante el marcaje con ioduro de propidio. Tras el tratamiento correspondiente, 
las células se lavaron varias veces con PBS y se levantaron con Tripsina-EDTA 
(GIBCO, Invitrogen) cuando fue necesario.  Se continuó lavando con PBS varias veces 
más mediante centrifugaciones de 10 minutos a 1.500 rpm cada una.  El pellet se 
resuspendió en 700 μl de etanol al 70% frío. Una vez que las células fueron fijadas, se 
lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en la solución de marcaje con ioduro 
de propidio (5 μg/ml de ioduro de propidio y 200 μg/ml de ARNasa A en PBS). Las 
células se incubaron con la solución de marcaje una hora a temperatura ambiente en 
oscuridad. La adquisición de datos se realizó con el programa Cell Quest (Becton-
Dickinson) y el contenido de ADN de las células se cuantificó utilizando un citómetro 






Las biopsias obtenidas se fijaron en formalina y se embebieron en parafina. A 
continuación, se realizaron cortes de 3 μm de grosor y se transfirieron a portaobjetos 
de cristal con la superficie cargada positivamente (silanizados). Se secaron durante 
16h a 56ºC y se eliminó la parafina (desparafinado). Después, se rehidrataron 
mediante series de etanol de concentraciones decrecientes y se lavaron con PBS. 
Para la recuperación de los antígenos, las muestras fueron tratadas con tampón citrato 
10 mM pH 6,5 durante 2 minutos en una olla a presión. El marcaje se realizó con el 
anticuerpo monoclonal 1F6 y el anticuerpo policlonal VC específicos para VRK1. 
Después de la incubación, la inmunodetección se realizó mediante el método DAKO 
EnVision Visualization Method (DAKO) con el cromógeno diaminobencidina (DAB) 
como sustrato que da una tinción de color marrón. 
 Los cortes de tejido teñidos se analizaron con un microscopio óptico Olympus 
BX51 y las fotos fueron tomadas con la cámara Olympus DP70 asociada al 
microscopio. 
 
19. Cromatografía de exclusión por tamaño. 
La cromatografía de exclusión molecular (denominada también filtración en gel o de 
tamiz molecular) es una técnica muy sencilla para la separación de proteínas y ácidos 
nucleicos. En este caso, se utilizó esta técnica para la detección y aislamiento de 
complejos proteicos. Para ello, se sembraron células HEK293T y 48 horas después se 
lisaron en un tampón de lisis que contenía 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 137 mM NaCl, 2 
mM EDTA, 25 mM β-glicerofosfato, 10% glicerol, 1% Tritón-X100 con inhibidores de 
fosfatasas y proteasas (1mM PMSF, 10 mg/ml aprotinina, 10 mg/ml leupeptina, 1 mM 
ortovanadato sódico). El extracto celular se incubó 20 minutos en hielo y, a 
continuación, se centrifugó a 13.000 rpm durante 20 minutos. Se usaron 3 mg del 
extracto para el ensayo.  
 Este tipo de cromatografía se realiza en columnas cilíndricas rellenas de algún 
gel fabricado para este fin. En este caso, la columna utilizada fue Superose 12, 10/300 
GL (GE Healthcare) y los marcadores de BioRad (Tiroglobulina 670 KDa, γ-globulina 
158 KDa, ovalbúmina 44 KDa, mioglobina 17 KDa y vitamina B12 1.35 KDa).  
 Se recogieron fracciones de 200 μl a un flujo de 0,2 ml/min. Las fracciones se 
precipitaron mediante tricloroacético y se procesaron para proceder a la electroforesis 
en geles SDS-PAGE y posterior inmunoblot. 
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 La cromatografía se llevó a cabo en un módulo de HPLC de la marca HP serie 
1100 (Agilent Technologies, Alemania) y el programa ChemStation. 
 
20. Técnicas proteómicas. 
 
20.1. Pulldown a gran escala para la purificación e identificación de proteínas 
asociadas a VRK1. 
La línea celular HEK293T fue transfectada con 8 μg de pCEFL-GST-VRK1 y 2 μg de 
pCEFL-GSTØ como control del ensayo. 48 horas después, se lisaron con un tampón 
compuesto por 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 1% Triton X-100 con inhibidores 
de fosfatasas y proteasas (1 mM PMSF, 10 mg/ml aprotinina, 10 mg/ml leupeptina, 1 
mM ortovanadato sódico). Los lisados se incubaron toda la noche con 200-300 μl de la 
resina Glutathion Sepharose 4B Beads (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) a 
4ºC en agitación orbital. Tras este tiempo, se recogió la resina por centrifugación 
suave y se lavó varias veces con el mismo tampón de lisis. Este precipitado se 
congeló a -20 ºC hasta el momento de la electroforesis bidimensional. 
 
20.2. Electroforesis bidimensional. 
Las proteínas precipitadas con la resina deben eluirse. Para ello, la resina se mezcló 
con 250 μl de tampón de rehidratación [7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 1,2% 
DeStreak Reagent (GE Healthcare), 50 mM DTT, 5 mM TCEP]. Esta mezcla se agitó 
con el vórtex y se incubó 30 minutos a 30ºC. Después, se centrifiugó 2 minutos a 
15.000 rpm. El sobrenadante contiene las proteínas eluidas. A continuación, se llevó a 
cabo la electroforesis bidimensional. 
 La primera dimensión se realizó mediante isoelectroenfoque, usando un 
gradiente de pH 3-10 o de pH 4-7 no lineal inmovilizado (tiras IPG). El 
isoelectroenfoque se realizó del siguiente modo: 12 horas a 50 V, 1 hora a 500 V, 1 
hora a 1000 V, 30 minutos  con un gradiente de voltaje entre 1000-8000 V y 5 horas 
hasta que el voltaje alcanzó 35000 V. La segunda dimensión se realizó cargando las 
tiras de IPG en geles SDS-PAGE al 10% de acrilamida. Las proteínas fueron 
detectadas mediante tinción fluorescente con Sypro Ruby Protein Gel Staining 




20.3. Digestión de los spots, determinación de las masas de los péptidos por 
MALDI-TOF e identificación con MASCOT. 
Las proteínas seleccionadas (spots) se cortaron del gel mediante un sistema robótico 
Proteineer spII (Bruker-Daltonics) y se digirieron con tripsina. Para ello, los fragmentos 
obtenidos se lavaron con 25 mM de bicarbonato de amonio y acetonitrilo. Después, 
fueron tratados con 20 mM DTT en 25 mM de bicarbonato de amonio y con 
iodoacetamida 100 mM en bicarbonato de amonio 25 mM. A continuación, se lavaron 
con 50 mM de bicarbonato de amonio con acetonitrilo y se dejaron secar. Se añadió 
tripsina porcina modificada (Promega) en 25 mM de bicarbonato de amonio a una 
concentración final de 12 ng/μl. Se incubó 16 horas a 37ºC. Los péptidos obtenidos se 
secaron en un sistema de vacío Speed Vacuum System y se resuspendieron con 0,1% 
de ácido trifluoroacético y 50% de acetonitrilo en un volumen final de 5 μl. 
 La determinación de las masas de los péptidos se hizo con un espectrómetro 
Bruker Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Para ello, 1 μl de la solución de 
péptidos obtenida se mezcló con 0,5 μl de solución matriz (5 g/L de ácido 2,5-
dihidroxibenzoico en 33% de acetonitrilo acuoso y 0,1% de ácido trifluoroacético). 
 Los espectros obtenidos fueron abiertos con el programa Bio Tools 2.1 (Bruker 
Daltonics) y analizados con el programa Xtof 5.1.1. La lista de masas de picos 
generadas fueron copiadas al servidor Mascot Server (versión 1.2) (Perkins et al., 
1999) y se realizó la búsqueda frente a la base de datos Swiss-Prot (versión 
20061011). Los parámetros de búsqueda utilizados establecieron que son 
significativas (p<0,05) aquellas identificaciones con valores o scores mayores de 54. 
 
21. Reactivos. 
Los reactivos utilizados fueron los de las compañias Sigma (Sigma-Aldrich.Inc, St. 
Louis, MO, USA) o Calbiochem (EMD Biosciences. Inc, La Jolla, CA, USA) salvo que 
se indique otra casa comercial. 
 La sincronización de células en cultivo en mitosis se llevó a cabo mediante la 
adición al medio de cultivo celular de nocodazol a una concentración final de 83 nM 
durante 15 horas. 
 El tratamiento de la proteína VCP con el inhibidor NEM se hizo incubando la 
proteína en un tampón compuesto por 50 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM MgCl2, 1 mM 
EDTA, 1 mM DTT y 3 mM ATP en un volumen final de 50 μl durante 15 minutos a 
37ºC. A continuación, se lavó varias veces con PBS y se utilizó así en los ensayos 
quinasa in vitro. 
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 El tratamiento con la fosfatasa alcalina CIAP (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Alemania) se llevó a cabo en el tampón específico suministrado por la casa 
comercial en un volumen final de 50 μl durante 90 minutos a 30ºC. 
 
22. Construcciones de ADN recombinante. 
Tabla I. Construcciones de ADN recombinante usadas. 
Construcción Vector Inserto Uso Procedencia
GST-VRK1 pGEX-4T1 VRK1 
expresión de 
proteína de fusión 
con GST en E. coli 
Laboratorio 
GST-VRK1K179E pGEX-4T1 VRK1K179E 
expresión de 
proteína de fusión 
con GST en E. coli 
Laboratorio 
GST-VRK2AK169E pGEX-4T1 VRK2AK169E 
expresión de 
proteína de fusión 
con GST en E. coli 
Laboratorio 
GST-VRK2BK169E pGEX-4T1 VRK2BK169E 
expresión de 
proteína de fusión 
con GST en E. coli 
Laboratorio 
VRK3-His pET23A VRK3 
expresión de 
proteína de fusión 
con 6xHis en E. coli 
Laboratorio 
VRK1-His pET23A VRK1 
expresión de 
proteína de fusión 
con 6xHis en E. coli 
Laboratorio 
pCEFL-HA-VRK1 pCEFL-HA VRK1 expresión eucariota con epítopo HA Laboratorio 
pCEFL-HA-
VRK1K179E pCEFL-HA VRK1
K179E expresión eucariota con epítopo HA Laboratorio 
pCDNA3.1-VRK1-
MYC pCDNA3.1-MYC VRK1 
expresión eucariota 
con epítopo MYC Laboratorio 
pCDNA3.1-
VRK1(NL)-MYC pCDNA3.1-MYC VRK1 (aa 1-332) 
expresión eucariota 
con epítopo MYC Laboratorio 
pCDNA3.1-
VRK1(Nc)-MYC pCDNA3.1-MYC VRK1 (aa 1-267) 
expresión eucariota 
con epítopo MYC Laboratorio 
pCEFL-GST-VRK1 pCEFL-GST VRK1 expresión eucariota con epítopo GST Laboratorio 
pCEFL-GST-VRK1-C pCEFL-GST VRK1 (aa 267-396) expresión eucariota con epítopo GST Laboratorio 
pFc-MEK1S218/222E, 
∆32-51 pFc-CMV MEK1





Tabla I (continuación). 
Construcción Vector Inserto Uso Procedencia 
pCEFL-HA-MEK1 pCEFL-HA MEK1 expresión eucariota con epítopo HA Laboratorio 
pRc-Plk1T210D-MYC pRc-CMV-MYC Plk1T210D expresión eucariota con epítopo MYC Erich A. Nigg 
pSUPER-siVRK1 pSUPER VRK1 ARNi (64bp) sistema ARNi Laboratorio 
pCEFL-HA-Plk3 pCEFL-HA Plk3 expresión eucariota con epítopo HA Laboratorio 
pCEFL-HA-Plk3K52R pCEFL-HA Plk3K52R expresión eucariota con epítopo HA Laboratorio 
GST-VCP pGEX-4T1 VCP 
expresión de proteína 
de fusión con GST en 
E. coli 
Laboratorio 
pCEFL-GST-VCP pCEFL-GST VCP expresión eucariota con epítopo GST Laboratorio 
pCEFL-AU5-VCP pCEFL-AU5 VCP expresión eucariota con epítopo AU5 Laboratorio 
p47-His pET23 p47 
expresión de proteína 
de fusión con 6xHis 




Tabla II. Mutaciones puntuales generadas. 
Contrucción Mutación Vectores 
VRK1S342A 342 (Ser-Ala) pCEFL-HA 
VRK1K179E/S342A 342 (Ser-Ala) pGEX-4T-GST 





Tabla III. Construcciones de ADN recombinante generadas 
Contrucción Vector Inserto Enzimas de restricción Origen 
































K179E BamHI-NotI Por PCR (ver oligonucleótidos) 
GST-VCP pGEX-4T1 VCP BamHI/NotI 





AU5 VCP BamHI/NotI 





GST VCP BamHI/NotI 

















23. Anticuerpos primarios. 
 
Tabla IV. Anticuerpos primarios. 
Nombre Antígeno Tipo Dilución de uso Procedencia 
VC VRK1 (aa 267-396) 
policlonal conejo IB: 1:2000; IF: 1:200 
IP: 1:100 
producción propia 
VE1 VRK1 completa 
policlonal conejo IB: 1:2000; IF: 1:200 
IP: 1:100 
producción propia 
H1 VRK1 completa 
policlonal conejo IB: 1:1000; IF: 1:100 
IP: 1:100 
producción propia 
1F6 VRK1 (aa 333-396) 
monoclonal ratón IB: 1:20000; IF: 
1:2000; IP: 1:500 
producción propia 
β-actina (AC-15) β-actina IgG1 monoclonal ratón IB: 1:5000 Sigma 
anti-HA (HA.11) epítopo HA IgG1 monoclonal ratón IB: 1:1000; IF: 1:100; IF: 1:100 
Covance 
anti-HA epítopo HA IgG policlonal conejo IB: 1:1000; IF: 1:100; IF: 1:100 
eBioscience 
anti-MYC epítopo MYC IgG policlonal conejo IB: 1:2000; IF: 1:500; IF: 1:150 
Upstate 
anti-FLAG epítopo FLAG 
IgG policlonal conejo IB: 1:1000; IF: 1:100; 
IF: 1:100 
Sigma 
anti-FLAG epítopo FLAG 
IgG1 monoclonal ratón IB: 1:1000; IF: 1:100; 
IF: 1:100 
Sigma 
anti-AU5 epítopo AU5 IgG1 monoclonal ratón IB: 1:1000; IF: 1:100 
Covance 
CNK Plk3 IgG policlonal conejo IB: 1:500 Proteintech Group 
Giantin Giantina (aa 1-469) 
policlonal conejo IF: 1:1000 Covance 
GM130 GM130 IgG1 monoclonal ratón IB: 1:1000; IF: 1:100 
BD Transduction 
anti-GST (B-14) epítopo GST monoclonal ratón IB: 1:1000; IP: 1:100 Santa Cruz 
58K Golgi 
protein 58K 
IgG1 monoclonal ratón IB: 1:1000 Abcam 
PRK Plk3 IgG1 monoclonal ratón IB: 1:500 BD Pharmingen 
Calreticulina Calreticulina (aa 405-417) 
IgG policlonal conejo IF: 1:100 Calbiochem 
pMEK1 pSer217/221 de MEK1/2 
policlonal conejo IB: 1:1000 Cell Signaling 
MEK1 C-terminal MEK1 











Tabla V. Oligonucleótidos. 
Nombre Secuencia Uso 
VRK1 (S342A)-S 5’-GGCAAATTGGACCTCGCTGTTGTGGAGAATG-3’ mutagénesis sitio Plk 
VRK1 (S342A)-AS 5’-CATTCTCCACAACAGCGAGGTCCAATTTGCC-3’ mutagénesis sitio Plk 
VRK1(S342D)-S 5’-GGCAAATTGGACCTCGATGTTGTGGAGAATG-3’ mutagénesis sitio Plk 
VRK1(S342D)-AS 5’-CATTCTCCACAACATCGAGGTCCAATTTGCC-3’ mutagénesis sitio Plk 
siVRK1-02  S 
(Dharmacon) 5’-CAAGGAACCUGGUGUUGAAUU-3’ 
ARNi silenciamiento de 
VRK1 humana 
siVRK1-02  A 
(Dharmacon) 5’-UUCAACACCAGGUUCCUUGUU-3’ 
ARNi silenciamiento de 
VRK1 humana 
VR1 CCCGGATCCATGCCTCGTGTAAAAGCAAGCTCAAGCTA Sitio restricción BamHI 
clonación de VRK1K179E 
en pCEFL-GST. 
V1-NotI-3’ GGGGCGGCCGCTTACTTCTGGACTCTCTTTCTGGTTCTT Sitio restricción NotI 
clonación de VRK1K179E 
en pCEFL-GST. 
siVRK1-fwd 5’-GATCCCCGAAAGAGAGTCCAGAAGTATTCAAGAGA TACTTCTGGACTCTCTTTCTTT-3’ 
oligo para dúplex y 
clonar en pSUPER. 
siVRK1-rev 5’-AGCTTAAAAAGAAAGAGAGTCCAGAAGTATCTCTTGA ATACTTCTGGACTCTCTTTCGGG-3’ 
oligo para dúplex y 




Sitio restricción BamHI 




Sitio restricción NotI 










25. Líneas celulares. 
 
Tabla VI. Líneas celulares. 
Nombre Organismo Tejido de procedencia 
Características 
principales Propagación 
A549 Humano Carcinoma de pulmón 
Expresión normal de 
p53 






Fibroblastos de riñón Transformadas por virus SV40 DMEM + 10% FBS 




DMEM + 10% FBS 
MCF-7 Humano Adenocarcinoma de mama 
Expresión normal de 
p53 silvestre 
RMPI 1640 + 10% 
FBS 
HEK293T Humano Carcinoma de riñón Expresión normal de p53 silvestre DMEM + 10% FBS 
NCI-H1299 Humano 
Cáncer de pulmón 
de célula no 
pequeña 
Deleción de 
homocigosis de p53. 
No expresión de p53 
RMPI 1640 + 10% 
FBS 
U-2OS Humano Osteosarcoma 
Expresión silvestre 
de p53. Carencia de 
p16 
DMEM + 10% FBS 
Jurkat Humano Leucemia linfoide T aguda  
RMPI 1640 + 10% 
FBS 



















ADN: Ácido DesoxirriboNucleico 
ADNc: ADN complementario 
AG: aparato de Golgi 
AMP: Adenosine MonoPhosphate 
AO: ácido okadaico 
ARF-1: ADP-Ribosylation Factor-1 
ARN: Ácido RiboNucleico 
ARNi: ARN de interferencia 
ARNm: ARN mensajero 
Asin.: asincrónicas 
ATF-2: Activating Transcription Factor-2 
ATM: Atexia-Telangiectasia Mutated protein 
ATP: Adenosine TriPhosphate 
ATR: ATM and Rad3-related 
BAB: motivo básico-ácido-básico 
BAF: Barrier to Autointegration Factor 
BFA: Befreldina A 
BRCA1: BReast CAncer 1 
BSA: Bovine Serum Albumin 
CaMK-IV: CalModulin Kinase IV 
CIAP: Calf Intestinal Alkaline Phosphatase 
Chk: Checkpoint kinase 
CKI: Casein Kinase I 
Cdc2: Cell division control protein 2 
CDK: Cyclin Dependent Kinase 
COP: Coat Protein 
CPC: Chromosomal Passenger Complex 
CREB: cAMP-Response Element-Binding 
CtBP3/BARS: C-terminal binding protein 3/BFA adenosine diphosphate–ribosylated 
substrate 
DAPI: 4’,6’-DiAmidino-2-Phenil Indol 
DMEM: Dubelco’s modified- Minimum Essential Medium 
DNA-PK: DNA-dependent Protein Kinase 
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DTT: Ditiotreitol 
EDTA: EthyleneDiamine-Tetraacetic Acid 
EGF: Epidermal Growth Factor 
ELM: Eukaryotic Linear Motif 
EQ: ensayo quinasa  
EST: Expressed Sequence Tag 
ER: Estrogen Receptor 
ERAD: Endoplasmatic Reticulum Associated Degradation 
ERK: Extracelular signal-Related Kinase 
FBS: Fetal Bovine Serum 
FHA: Forkhead-Associated 
GEF: Guanine nucleotide Exchange Factor 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GTP: Guanosine TriPhosphate 
GRASP: Golgi ReAssembly Stacking Protein 
GST: Glutatión-S-Transferasa 
h: hora 
HIF-1α: Hipoxia Inducible Factor 1α 
IB: inmunoblot o western blot 
IF: inmunofluorescencia 
IP: inmunoprecipitación 
IPG: Immobilized pH Gradient” 
IPTG: IsoPropil-β-D-TioGalactopiranósido 
IR: radiación ionizante 
Iκ-Bα: NF-KB inhibitor 
JIP1: JNK Interacting Protein 1 
JNK: c-Jun N-terminal Kinase 
KDa: Kilodalton 
LB: medio de cultivo Luria bertani 
M: molar 
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Fligth 
MAP: Mitogen-Activated Protein 
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
MEK1: MAP kinase/ERK kinase 1 






MMS: Metil Metano Sulfonato 
m/z: relación masa carga 
min.: minuto 
NEM: N-ethylameimide 
NES: Nuclear Export Signal 
NF-κB: Nuclear transcription factor-kappaB 
ng: nanogramo 
NHK-1: Nucleosomal Histone Kinase 1 





NRK: Normal Rat Kidney  
NSF: N-ethylameimide-Sensitive Factor 
MST1: Mammalian STerile20-like 1 
NT: no transfectado 
PBS: Phosphate Buffer Salinum 
PBD: Polo Box Domain 
PCR: Polimerase Chain Reaction 
PD: pulldown 
PKA: Protein Kinase A 
PKD: Protein Kinase D 
Plk: Polo like kinase 
PMSF: Phenyl Methyl Sulfonyl Phluoride 
PP2A: Protein Phosphatase 2ª 
Prk: Proliferation related kinase 
PVDF: PolyVinyliDene Fluoride 
Ran: Ras-related nuclear 
Rb: Retinoblatome protein 
RE: retículo endoplasmático 
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ROS: Reactive Oxygen Species 
RPLC: Reverse-Phase Liquid Chromatography 
RPMI: medio de cultivo desarrollado en el Roswell Park Memorial Institute 
rpm: revoluciones por minuto 
RTKG: Raf Kinase Trapping to Golgi 
RT-PCR: Reverse Transcriptase PCR 
SH2: Src Homology 2 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SDS-PAGE: SDS-Polyacrilamide Gel Electrophoresis 
SNARE: Soluble NSF Attachment protein Receptor 
SUMO: Small Ubiquitin-related MOdifier 
TAE: Tris-Acetato-EDTA 
UBA: Ubiquitin-Associated domain 
UV: radiación Ultravioleta 
V: voltio 
VCIP135: VCP [p97]/p47 Complex Interacting Protein, p135 
VCP: Valosin-Containing Protein 
VHR: Vaccinia H1 Related 
VRK: Vaccinia Related Kinase 
WRN: Werner's syndrome 
YSK1: Yeast Sps1/Ste20-related Kinase 1 
μCi: microcurio 










A adenina  C citosina 









alanina Ala A  Isoleucina Ile I 
arginina Arg R  Leucina Leu L 
asparragina Asn N  Lisina Lys K 
ácido aspártico Asp D  Metionina Met M 
cisteína Cys C  Prolina Pro P 
fenilalanina Phe F  Serina Ser S 
glicina Gly G  Tirosina Tyr Y 
glutamina Gln Q  Treonina Thr T 
ácido glutámico Glu E  Triptófano Try W 
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